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Общая характеристика работы. 

Актуальность проблемы. Микробиологический синтез в п о д а д и м 
время привлекает большое внимание исследователей ввиду т о г о , 
что микроорганизмы широко используются для получения ряда б и о -
логически -активных соединений: витаминов, хоферментов, фермен-
т о в . антибиотиков и других важных для медицины и народного х о -
зяйства вешеств. Дешевизна питательного сырья и несложность 
технологического оборудования создают большую перспективу для 
использования микробов в народном хозяйстве . Витамин В 2 / р и б о -
флавин/ и е г о производные - {шавяновые коферменты - получают 
в промышленных масштабах как химическим, так и микробиологичес-
ким способами. Однако, разработка рациональных методов микро-
биологического производства фяавинов тормозится тем, что до сих 
пор не полностью изучены биохимические механизмы возникновения 
сверхсинтеза этих веществ. Для раскрытия механизмов регуляции 
флавиногенеза и причин нарушения е г о при свврхсинтеэе ц е л е с о о б -
разно использовать дрожжи, которые являются богатым источником 
болывинства витаминов группы В. Такие вт-ды дрожжей, как р ю ш ч 
/ C a n d i d « / g u i l l i eruo-v i ' i i , T o r u l o p s l P Candida и Schwannloayose 
o o c i d e n t e i i я о тносятся к тем микроорганизмам, у которых легко 
д о с т и г а е т с я переключение умеренного синтеза рибофлавина к с в е р х -
синтезу э т о г о витамина при изменении концентрации железа в с р е д е . 
Кроме т о г о , дрожжи Moryf хорошо расти на парафинах нефти, спир-
тах и других видах непищевого сырья и синтезировать довольно 
большие количества витамина Bg. 

Познание механизмов регуляции биосинтеза рибофлавина позволит 
определить условия максимального накопления С а в и н о в , создать 
новые принципы селекции высокопродуктивных штаммов для микробио-
логической промышленности. 
Состояние вопроса , цель и задачи исследований. Биохимические 
механизмы, лежащие в о снове сверхсинтеза флавинов у дрожжей в 
условиях недостаточного обеспечения железом, выяснены не пол-
ностью. Ряд авторов высказали гипотезу о том, что сверхсинтез 
рибофлавина у дрожжей, вызванный дефицитом железа, может быть 
следствием переключения дыхания с цитохромного типа на флави-
новый, что якобы приводит к повышенным потребностям клетки в 
флавиновых коферментах / н 1 а ь е у , 1 9 И 5 , o o o d w i n , i 9 6 3 , з о ы » ч , 
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aar Niertan, 1 9 7 0 / . Однако, экспериментальны* доказательств этой 
гипотезы не получено. Высказывалось предположение. что индукция 
флавиногенеза у дрожжей в условиях дефицита железа может быть 
обусловлена блокированием катаболизма предшественников рибофяа 
вина - пуринов, в котором принимают участие железосодержащие 
внэимы - ксантиноксидаза и уратоксидаза / bhuv iovakу at n i . , 
1969, s o n l e e , 1 9 6 8 / . В дальнейших исследованиях было у с т а н о в -
лено, что синтез (флавинов не коррелирует с активностью фермен-
тов катяболизма пуринон /Шавловский и с о а в т . , 1971, 1 9 7 2 / . Оче-
видно, одно лишь блокирование катаболизма пуринов в желевонедо-
статочных клетках не является определяющим фактором индукции 
флавиногенеза. 

В последнее время установлено, что большое значение для в о з -
никновения оверхсинтеза флавинов имеет снабжение их предшествен-
никами и дерепресоия ферментов флавиногенеза /Шавловский и с о а в т . , 
1 9 7 5 / . 

Кдинотвенным, относительно хорошо изученным ферментом пути б и о -
синтеза витамина Bg является рибофлавинсинтетааа /рибофлавинсин-
т а з а , К.Ф. 2 . 5 . 1 . 9 . / , катализирующая последний этап образования 
молекулы рибофлавина. 

Ряд работ / p l a u t , 1963, Howella and P l e u t , 1966, Beach and 
P l e u t , 1970, Mltsuds I 1970, P leut and Beach , 1 9 7 6 / посвящены и с -
следованию свойств и химизма действия рибофлавинсинтетазы из р а з -
личных источников, но вопросы регуляции синтеза данного фермента 
до настоящего времени не изучались. 

В связи с вышеизложенным, в задачу настоящего исследования 
входило : 

1 . разработка простых и надежных методов определения рибофла-
винсинтетазы; 

2 . изучение некоторых свойств э т о г о фермента; 
3 . изучение особенностей регуляции синтеза рибофлавинсинтета-

зы у фяавиногенных и нефлавиногениых видов дрожжей. 
Научная идвизн^. Впервые установлено, что сьерхсинтев рибофлави-
на в условиях дефицита железа у фяавиногенных видов дрожжей с о -
провождается дерепрессией синтеза фермента флавиногенеза - рибо -
флавиноинтетавы. 

Показано, что железо принимает участие в регуляции синтеза ри-
бофиавиноинтетазы у ф чавиногенных дрожжей T.oar.dida на уровне 
транскрипции. 
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Получены доказательства т о г о , что флавины не прииимеют у ч а с -
тия в регуляции синтеза рибофлагинсинтетазы как у флавиногенных 
/ р . gu 1111еraiond 1 i , т . oandida / , так и нефлавиногеиных / р . «I»-
mer l , С. u t l l i a , О. p i lnharr lme / ВИДОВ дрожжей. 

Обнаружен, регулируемый железом, сверхсинтез рибофлавина у 
дрожжей aoh» . o c o l d e u l n l l u . 

разработан метод определения рибофлавинсинтетазной активноетр 
у различных в идо Iй дрожжей в экстрактах , а также in a l t u . 
Практическая ценность . Обнаружение дерепрессии рибофлавиноин-
тетазы у флавиногенных дрожжей создает предпосылки для разра-
ботки методов конструирования штаммов дрожжей с конститутивно 
высокими уровнями активности ферментов флавиногенеза. Такие штам-
мы б у д у т , вероятно , обладать высокой флавиногенной активностью 
и могут быть использованы в микробиологической промышленности 
для получения препаратов витамина Bg. 

Разработанный метод определения ферментативной активности in 
s i t u может быть, вероятно , использован не только для определе-
ния активности равных ферментов флавиногенеэа, но и для опреде -
ления активности некоторых других фермечтоп дрожжевой клетки. 
Апробация работы с о с т о я л а с ь во Львовском отделении Института 
биохимии им. А.В.Палладина АН УССР. Основные положения работы 
докладывались на 7 - м симпозиуме Европейских биохимических с о о б -
ществ /Варна, 1 9 7 1 / ; Всесоюзной конференции по регуляции биохи-
мических процессов у микроорганизмов /Пущино-на-Оке, 1 9 7 2 / ; 
Специальном симпозиуме по метаболизму и регуляции клеточных 
процессов /Хельсинки, Финляндия, 1 9 7 3 / ; 1У съезде микробиологов 
Украины / К и е в , 1 9 7 5 / ; У-м съезде микробиологического общества 
/Ереван , 1 9 7 5 / . 
Публикация. По теме диссертационной работы опубликовано 13 р а -
б о т . 
Структура и объем работы. Диссертация оостоит ив введения, 
3 глав литературного о б з о р а , 3 глав экспериментальной части , 
выводов и библиографического указателя. Дисоертация изложена на 
152 страницах машинописи, содержит 34 рисунка и 17 таблиц. 
Библиография 272 названия. 
Материалы и методы исследования. В работе попользовали дрожжи: 
Plchla guiUlermondil АТСО 9058 И ВКМ 1257. Torulopele oandlde 
ВКМ 18, bohwannlошуовв oooldentalle 1758, Candida u t t l l e ВКМ 106, 
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Piohia ahmari ВХ.Л-1Г-1254, Candida puleUerriiSft 95, bacoliarouiycea 
с e r e v i a l н о - коммерческий препарат хлебопекарскнх дрожжей, 
Candida t r a p i c u l i s £05, а также ауксотрофные по рибофла-
вину мутанты дрожжей p. g a i l l i e r ^ i n d i i АТСС 9058 Р7Г и Р9А; 
Т. cendida Р5; p. ohm«riPS2, метионинзависимый мутант Т. Can-

dida ЖТ-2 и мутант т . Candida а^т-2 с повышенной чувстви-
тельностью к антибиотикам и антиметаболитам. 

Дрожжи культивировали в модифицированной среде Ееркгольдера 
/Павловский и с о а в т . , 1978/ в колбах Зрленмейера объемом 50 или 
500 мл, содержащих 10 или 100 мл среды, соответственно. Выращи-
вание проводили на качалке / 2 0 0 оО. /мин/ при 2 9 ° . 

Среды очищали от металлов 8-оксихинолином / »arinfe, ..тегювап, 
1 9 4 3 / . 

Мутанты дрожхей ' ! . oandida получали при помощи УФ лучей. 
Суспензию, содержащую I млн. клеток в I мл из логарифмической 
фазы роста, облучали ультрафиолетовым светом н дозе 2000 эрг/мм^ 
/лампа ЕУФ-15/ и высевали на среду, содержащую 200 мкг витами-
на Bg в I мл. Для выделения мутантов с повышенной чувствитель-
ностью к действию антибиотиков рибофлавинзависимые штаммы, вы-
деленные методом отпечатков, подвергали повторному облучению и 
высевали на агаризованную среду Ееркгольдера, содержащую 0 , 5 мкг 
рибофлавина в I мл. 

Протопласты дрожжей получали по модифицированному нами мето- ' 
ду Эдди и Вильямсона /Шавловский и с о а в т . , 1973 / . 

Биомассу дрожжей определяли турбидиметрически или весовым ме-
тодом. Содержание флавиноп в культуральной жидкости и в клетках 
определяли флуориметрически на аппарате ЭФ-31,; по Бесси и с о т р . 
/ вааау at a l . , I 9 4 9 / или епектроцотометрически на спектрофото-
метре СФ-4А, при 44Г> нм. Флавинн экстрагировали из клеток Ъ% 
трихлоруксусной кислотой по Пилу / p e a l , 1 9 5 8 / . 

Бесклеточные экстракты получали при помощи автолиза иль раз -
рушения клеток в гомогенизаторе для клеток и бактерий Л-17, из -
готовленном на Киевском экспериментальном заводе медицинских 
изделий, со стеклянными бусами диаметром 0 , 3 - 0 , 6 мм или ультра-
звуком на аппарате УЗЛН-I в диапазоне частот 44 кГц, в течение 
4 мин. 

Содержание белка в экстрактах определяли по методу Лоури 
Aowry at a l . , 1951 / . 
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определений рибофларинсинтетазной активности. Активность рибо-
флавинсинтетазы в экстрактах определяли по модифицированному на-
ми методу Пляута Л ч а ^ , 1. 6 3 / . В отличие от оригинально)! мето -
пики, в реакционную смесь , кроме на^ио^ добавляли 10 мМ/мл 
меркаптоэтянОля или 1 , 0 мМ/мл дитиотрейтола. За единицу актив-
ности принимали количество фермента, необходимое для синтеза 
I мкмоля рибофлавина за I минуту при 3 7 ° . Удельную активность 
рибофлавинсинтетазы выражали числом единиц / ? У на I мг белка 
ил? на I мг клеток . 

Опыты повторяли 2 - 3 раза . В таблицах и графиках представлены 
данные типичных экспериментов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
[ . разработка методов определения рибофлавинсинтетазы в клетках 

дрожжей. 
Вначале был испытан метод, предложенный Пляутом, для опреде-

ления рибофлавинсинтетазной активности в клетках ваоопагошуовв 
пчгвт1з1ав д>1виъ, 1 9 6 3 / . 

Оказалось, что метод Пляута был пригоден для определения ак -
тивности рибофлавинсинтетазы в бесклеточных экстрактах Р. в и и -
п я г т о п с Ш , однако в экстрактах , полученных из »елезонедоста-
точных клеток более активного продуцента витамина В£, Т. овп<П-
Зв , ферментативную активность обнаружить не удалось . Кроме т о -
го, определение активности в экстрактах , полученных из клеток 
Р. g u i . l l i o r m o n . l l i , отличалось плохой воспроизводимостью. 

Эти о б с т о я т е л ь с т в а побудили нас провести методическую работу 
по изучению оптимальных условий для определения рибофпавинсинте-
таэной активности в клетках различных видов дрожжей. 

Было установлено , что автолиз прр комнатной температуре не 
обеспечивал хорошей экстракции белка из дрожжей, особенно из 
клеток , выросших до стационарной фазы р о с т а . Поэтому было изу -
чено влияние двух других , наиболее часто употребляемых, методов 
дезинтеграции дрожжевых клеток - при помощи стеклянных бус и уль-
тразвука - ня выход белка и рибофлавинсинтетазнуп активность э к с -
трактов р. 1 1 1 « г т о п а и и т . свпа1ая. Наиболее высокий яыход 
белка обнаружен в экстрактах , полученных путем разрушения клеток 
с о стеклянными бусами в гомогенизаторе Л-17, Удельная активность 
рибофлавинсинтетазы В Экстрактах Р. g u i l U « г m o n d i l И Т. оап<114а 
не зависела от с п о с о б о в разрушения клеток . 

Активность риб01йлавинсинтетязы сильно изменялась в зависимое-
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ти от количества белка в реакционной смеси и природы росстанови-
теля, Различная чувствительность рибофгавинсинтетазн изученных 
видов дрожжей к восстановителям может быть обусловлена неодина-
ковой стабильностью фермента. Следует отметить, что даме в при-
сутствии меркаптоэтанолн или дитиотрейтола, рибофлавинсинтетаза 
Т. oandida быстро инактинировалась в процессе инкубации с с у б -
стратом, чего не происходило с рибофлавинсинтетазой р. g u i i i i -
агтопвII . 

Кроме описанного выше способа определения рибо ишнйнсинтетаз-
ной активности, иснольаовали метод определения этого фермента 
in s i tu , jiля разработки такого метода были испытаны три с п о с о -
ба перме&йч.пизации клеток: нарушение целостности мембран при 
помощи дигитонина / v o i i s n d , 1975 / , диметилсуль(оксида A d a u s , 
1972/ или прст&минсульфата / асЫ.&пИ at u i . , 1970 / . Суспензию, 
содержащую 10 v.r с. хого веса клеток в I мл, обрабатывали этими 
агентами. Параллельно проводили гомо1 енизацию клеток. Оказалось, 
что обработка дрожжей диуетилсульфоксидом приводила к гибели 

клеток и проявлению ими рибо{лавинсинтетазной активности у р . 
gui llleraandi l , С. u t i l l s и t;. puloiierrima. Однако она не 
была эффективной для определения активности в клетках х. C a n d i -

da. Рибофлавинсинтетазная активность в пермеабилизированных 
клетках и экстрактах была одинаковой. Обработка клеток лигито-
ниноу при 0°С по методу Волланда и протаминсульГатом по мето.1у 
Шленка и Зыдек-Цвык не давала возможности определять активность 
фермента. Однако в дальнейшем удалось модифицировать метод Вол-
ланда для определения риоофлавинсинтетазы in s i t u . .'Модификация 
состояла в том, что дрожжи инкубировали с дигитонином при £ 0 ° ; 
поскольку применяемые нами концентрации дигитонина не инактиви-
ровали 'фермент, клетки после вскрытия сразу без промывания ис -
пользовали для проведения реакции. 

Разработанный нами метод пермеабилизации дрожжей при помощи 
дигитонина оказался пригодным для определения рибофлавинсинте-
тазы в клетках изученных видов дрожжей, в том числе в клетках 
Т. Candida. Это позволило уменьшить время определения и коли-
чество клеточного материала по сравнению с определением актив-
ности в бесклеточных экстрактах. 
2 . Изучение некоторых свойств рийофлавинсинтетазы дрожжей. 

При изучении различных свойств рибофлавинсинтетазы использо-
вали бесклеточные экстракты, полученные из клеток Р. ß n i u i e r -
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m o n d l l И T . c n n d l d f t , ВЫРОСШИХ В с р й Д Э Х С НИЗКИМ с о д е р ж а н и е м 

железа, что,обеспечивало относительно высокую удельную актив-
ность препаратов. 

Установлено, что рибофлавинсинтетаза P . g u i l l i a r m u n d i i и 
т . c a n d i d e проявляет высокую активность в широком интервале pH. 
Оптимум pH лежит в зоне 7 , 0 - 7 , 5 . Температурный оптимум для рибо-
фЛЭВИНСИНТеТаЗЫ P . g u i l l l e r m o n d i i - 37-45° и для Т . T a n d l . d e -

40° . К^ для рибо(лавинсинтетазы из клеток P . g u i l l l e r m o n d i i , 

внраденных при высоком и низком содержании железа, оказались до -
вольно близкими между собой И составляли 1 , 5 х 10~°М и 1 , 8 х 
10 - 5М /рН 7 , 0 / , соответственно. По этому признаку рибофлавинсин-
тетаза p. g u i l l l e r m o n d i i очень напоминала фермент из ь . о е г е -

т і в і а в / P l a u t , I9t>3, H a r v e y , P l a u t , 1966 / . Км ДЛЯ рИбОфШЭВИН-
синтетазы т . c a n d i d e составляла 3 , 5 x I0~5M /pH 7 , 0 / . 

При хранении бесклеточных экстрактов, полученных из клеток 
P. g u i l l l e r m o n d i i И T. c a n d i d e , В 0 ,1 M фОСфаТНОМ буфере В 
присутствий 0 ,01 M меркаптоэтанола и 0 ,01 M НвэВОз при 0 - +4° 
рибофлавинсинтетаза не теряла активности на протяжении 3 -4 суток, 
затем активность постепенно падала и через 30 суток составляла 
половину от максимальной. 

По литературным данным, рибофлавин ингибировал рябофлавинсин-
тетазу s . c e r e v l s l e e / н а г т а у , P l e u t , 1966 / . Мы показали, что 
рибофлавин / I x 10~4М/ не угнетал активности рибофлавинсинтета-
зы у флавиногенкых / Р . g u i l l l e r m o n d i i и T. c a n d i d e / и нефла-
виногенннх / с . u t i i i s , P . o h m e r i / дрожжей и почти полностью 
ингибировал активность фермента s . o e r e v i s i e e /коммерческий 
препарат хлебопекарских дрожжей/. Флавиновые нуклеотиды ФМН и 
5АД / I x Ю " 4 М / также не ингибировали активность этого фермента 
у дрожжей P . g u i l l l e r m o n d i i и T. c a n d i d e . 

6-метил-7-окси-8-риболюмазин - продукт окисления 6,7-диметил-
8-риболюмазина - в концентрации I х 10~4М угнетал активность ри-
бофлавинсинтетазы т . c a n d i d e на 95/Î, в то время как активность 
этого фермента из P. g u i l l l e r m o n d i i такими концентрациями с о -
всем не угнеталась. Таким образом, рибофлавинсинтетаза клеток 
т . candide более чувствительна к ингибируюшему действию 6—ме-
тил—7—окси—8—риболюмазина , чем фермент клеток P . g u i l l l e r m o n d i i . 

По данным Пляута / P l a u t 1963/ 6-метил-7-окси-8-риболюмазин в 
концентрации 3 - 1 5 х 10 M угнетал рибофлавинсинтетазу, выделен-
ную из s . o e r e v i s i e e , на 92$ по типу конкурентного ингибирования. 
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Не исключена возможность, что проведение мевлсдований с очи-
щенными препаратами рибофлавинсинтетазы P. g u i i U a r m o n d l i и т . 
Candida позволило бы более полно выяснить причины различия в 
некоторых свойствах Фермента у этих видов дрожжей. 

Известно, что железо регулирует синтез флавинов у некоторых 
ВИД01 дрожжей /Tanner at a i . , 1945, Шавловский, 1956, 1959 / . 
Представлялось интересным выяснить, влияет ли железо на актив-
ность риоофлавинсинтетазы у }лавиногенных видов дрожжей. 

Мы установили, что ионы железа / I х 10 >«i F e + + / , подавляющие 
свзрхсянтез рибофлавина при выращивании дрожжей, не ингибируют 
рибофлавинсинтетазу P. g u i U i e n n o n d i l И Г. cuna Ida in v i t r o . 
В автолизатах богатых железом клеток этих видов дрожжей о т с у т -
ствовали низкомолекулярные метаболиты и высокомолекулярные с о е -
динения, способные ингибировать рибофлавинсинтетазу, полученную 
ИЗ железонедостатс .ных клеток P. Bu i i i i armondi i И Т. Candida 
/ т а б л . I / . 

Влияние ионов железа и автолизатов железосодержащих клеток на 
рибофлавинсинтетазную активность препаратов, полученных из же-
лезонедостаточных клеток р . з а п и в г я ю п а и и 1'. candida. 

Таблица I 

№ п/п 

:Рибофлавинсинтетаза, Ч/мг бел-
: ка х Ю"*0 

Препарат 
Т. Candida . P . g u i 1 l i e r m o o d i і 

I . Диализат железонед ста-
точных клеток 82,0 2 4 , 5 

2 , Автолизат железосодер-
жащих клеток 6 , 6 3 , 4 

3 . Смесь препаратов I и 2 
в соотношении белка 1 :1 44,4 14,1 

4. Диализат желеэонедоста-
точных клеток + 5 ,Г мкг 

в I мл 82,0 2 4 , 5 
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3 . Изучение регуляции синтеза рибофлавинсинтетазы у дрожжей. 
Исследовали рибофлавинсянтетазную активность разных видов и 

штаммов дрожжей, которые способны при низких концентрациях же-
леза в среде осуществлять сверхсинтез рибофлавина, и видов, у 
которых этот металл не влия- на синтез флавинов. 

Нами впервые изучена флавиногенная активность дрожжей БОИ». 
о о о Ы е п Ь а Н в в среде с высоким и низким содержанием железа. 
Оказалось , что эти дрожжи на железодефицитной среде синтезиро-
вали большие количества рибофлавина и, следовательно, могут 
быть отнесены к сверхсинтетикам витамина Т^. 
3 . 1 . Участие железа в регуляции синтеза рибофлавинсинтетазы. 

Как представлено в таблице 2 , дрожжи-сверхсинтетики рибофла-
вина, такие как р. а а и и в г ш о п б и , т . о в т и а а и ьои*. осс1<аеп-
1;а11в при выращивании в железонедостаточных средах синтези-
ровали большие количества рибофлйвина. Рибофлавиноинтетазная 
активность этих видов дрожжей в железонедостаточных клетках бы-

Накопление рибофлавина и рибофлавиноинтетазная активность фла-
виногенных и нефлавиногенных дрожжей, выращенных в средах с вы-
соким и низким содержанием железа. 

Таблица 2 

0 , 2 мкг У в + + / м л : 0 , 0 0 5 мкг г * + / м л 

Возраст :Рибоф- :Рибоф- :Возраст :Рибоф- :Рибоф-
культу- :лавин :лавин- :культу- :лавин :лавин-

ры, : среды, : с и н т е - : ры, : с р е д ы , : с и н т е -ры, : с р е д ы , : с и н т е -
Виды дрожжей ч а с . : 

:мкг/мл 
: :белка : 

' х Ю ~ 5 : 

Р . 8 а Ш 1 в г т о п Л 1 1 
Т. оапЙНа 
БоЬ» . ооо1авпга118 
Р . о(1гавг1 
С. Ц М Н в 
С. ри1с(1вгг1ша 

36 0 , 8 0 8 , 0 0 
24 0 , 3 0 3 , 3 0 
24 0 , 2 3 4 ,50 
36 0 , 7 0 2 , 7 0 
24 0 , 0 3 7 , 0 0 
36 0 , 0 3 6 , 3 0 

48 16 ,8 2 4 , 5 0 
36 2 9 , 4 111 ,50 
48 61„0 3 4 , 2 0 
48 2 , 0 2 , 3 0 
4В 0 , 0 2 2 , 6 0 
48 0 , 0 2 2 . 0 0 

С. » г о р 1 о а 1 1 в 

* 0 . г г о р 1 с а П а 

36 0 , 3 5 1 , 5 0 48 0 , 2 9 1 , 9 0 

144 1 6 , 8 0 1 , 6 5 

1гор1оаХ1» выращивали в с р е д е , где источником углеродного 
питания служил твердый парафин; - не определяли. 
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ла намного Еыше, чем я богатых железом клетках: у и^и». о се1 -
а в п ч Н а в 7 , 6 раза; у р. я и Н П е г т о п а и в 8 раз и у Т. сап-
хлаа в 34 раза / т а б л . 2 / . Более обширные исследования рибофла-
винсинтетаэной активности 10-ти природных штаммов Р. г ц И И в г -
тзп<11 1, выделенных в Институте микробиологии и вирусологии 
им. Г К.Заболотного АН УССР показал!', что 9 из них /кроме штам-
ма 1453/ обладали высокой ферментативной активностью и осущест-
вляли сверхсинтеэ флавинов в железонедостаточной среде. 

Слабые продуценты витамина В 2 , такие как с . ь и П в , р. оп-
шяг1, С. р и 1 о й а г г 1 г а а при выращивании в железонедостаточной 
среде, обладал!! одинаковой / Р . оЬивг1 / или даже более низкой 
/ с . и Н И в , с . ри1зЬвгг1лв / активностью, чем клетки, выращен-
ные в среде с высоким содержанием железа. 

Рис. I Изменение биомассы / I / , содержания Хининов / 2 / в среде 
и рибофлавинсинтетазной активности / 3 / клеток г . g u i i -
liarranndii при вырашивании их в среде с низким содержани-
ем железа / 0 , 0 0 5 мкг/мл/ . 

Таким образом, нами обнаружена корреляция между уровнями ри-
бофлавинсинтетазной активности и интенсивностью синтеза рибофла-
вина только у т^х видов дрожжей, у которых флавиногенеэ регули-
ровался при помощи железа. У дрожжей с . i r o p i c a i i u ИБ1М 303, у 
которых сверхсинтеэ рибофлавина происходил только при вырашива-
нии в средах с парафинами, такая зависимость отсутствовала 

9 ч 
U 

О L i ^ - J 
24 36 48 60 72 

[3 |0 

Ярвмя, гас. 



13 

/ т а б л . 2 / . 
Установлено, ЧТО У дрожжей Г. «ni lHertnondii, T. candide 

и achw. oooidentalis в среде с высоким содержанием железа 
удельная активность рибофлавинс.интетазы в различные фазы роста 
изменялась незначительно. 

При выращивании в железонедостаточной среде рибофлавинсинте-
тазная активность клеток изученных видов дрожжей увеличивалась 
по мере тормокения роста, вызванного нарастанием дефицита желе-
за в клетках, и достигала максимума в ранней стационарной фазе 
роста / р и с . I / . 
3 . 2 . Влияние -дипиридила и о-фенантролина на рибоЬлавинсин-

тетазную активность клеток P. g u m i g r a a n d i i И т . Candida. 
Известно, что дефицит железа в клетках можно вызвать путем 

инкубации их с хелатообразуюшими агентами, имеющими высокое срод -
ство к этому металлу /Альберт , 1971 / . 

Мы изучили влияние двух хелаторов - о-фенантролина и - д и -
пиридила на флавиногенез и рибофлавинсинтетазную активность кле-
ток p. g u i i i i e r a o n d i i и т . candide. Оказалось, что о-фенантро-
лин в концентрации 100-200 мкг/мл вызывал максимальное, почти 
5 - т и кратное.увеличение скорости флавиногенеза и 2 - 3 - х кратное 
увеличение рибофлавинсинтетаяной активности в клетках Р. е ч Л -
Herraondi i . Клетки т . candide оказались более чувствительными 
к действию о-Фенантролина. Для этого вида дрожжей концентрация 
о-фенантролина, которая приводила к увеличению синтеза флавйнов 
и ингибированию роста , была в 10 раз ниже / 1 0 - 1 5 мкг/мл/ , чем 
для клеток P. g u i i i i e r m o n d i i . В этих условиях происходило рез -
кое урелячение скорости флавиногенеза / в 20 р а з / , а также значи-
тельное / в 25 р а з / возрастание рибофлавимсинтетазной активности. 
При изучении кинетики действия о-фенантролина на клетки т . can-
d i d e в зависимости от времени инкубации оказалось, что после 
лаг-фазы, которая длилась приблизительно I час, начиналось быс-
трое возрастание скорости флавиногенеза и рибофлавинсинтетазной 
активности, достигающее максимума после 8 часов инкубации. Одна-
к о , опыты о этим хелатообразующим агентом были не всегда хорошо 
воспроизводимы, очевидно, вследствие связывания о-фенантролина 
с другими биологически-важными металлами. 

Мы провели серию экспериментов с другим хелатообразующим аген-
том - с С Д ' -дипиридилом, обладающим намного большим чем о-фенан-
тролин сродством к ионам двухвалентного железа. Установлено, что 
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при концентрации сХ.^'-дипиридила 100 мкг/мл интенсивность флави-
ногенеза клеток P. gui Uiermondi і попишалась в 10 раз , а рибо-
флавинскнтетазная активность - в 5 -7 рае. Столь же эффективно 
d . d ! -дипиридил / 5 0 - 6 0 мкг/мл/ кпиял на флавиногенез клеток 'Г. 
candide . За 6 - 6 часов инкубации рибофлавинсинтетазная активность 
возрастала в 30 раз, а скорость Ілавиногенеза в 50 раз . Опыты с 
£І,сі'-дипиридилом бьли хорошо воспроизводимы. 

Разработанный нами нетод изменения рибофлавинсинтетазной ак-
тивности в клетках P. g i i t l i ier i to i id i l и t . o a n d i d a под влиянием 
^Д'-Дипиридила был использован в дальнейших экспериментах. 
3 . 3 , Влияние циклогекоимидбі и железа на увеличение рибофлавине;1,н-

тетааной активности в клетках Ілапиногенних дрожжей. 
Для выяснения механизма действия железа на флавиногенез изу-

чали влияние ингибирования белкового синтеза на изменение актив-
ности рибофлавинси:ггетазы. В качестве агента блокирушего синтез 
белков использовали ииклогексимид. 

Предварительно нами было показано, что этот антибиотик / 1 0 -
20 м к г / м л / ПОЛНОСТЬЮ Т О р м О Э И Л РОСТ КЛеТОК Р- guillierioondii, 

а для ингибироннния роста клеток Т. Candida требовались еще 
меньшие количества данного вещества / 2 - 5 мкг /мл/ . В то же время 
ииклогексимид не ялиял на рибофлапинсинтетазную активность моло-
дых желеаонедостаточных клеток P. guUUeraoiidli И Т. Candida, 
что свидетельствовало о метаболической стабильности рибофлавин-
синтетазы в клетках этих видов дрожжей в избранных нами условиях 
опыта. Использовали также другой прием блокирования белкового 
синтеза: клетки уетионинзависимого мутанта т . candid» МВТ-2, 
выросшие в богатой железом среде, инкубировали сначала в течение 
4 -х часов в желеэонедостаточной преде без метионина для уменьше-
ния пула этой аминокислоты, затем прибавляли а а -липиридил / 5 0 
мкг/мл/ и инкубировали еще в течение 10-ти часов с метионином и 
без метионина. В отсутствие незаменимой аминокислоты рибофлавин-
синтетазная активность клеток почти не возрастала, в то время 
как контрольные клетки, инкубируемые в среде с метионином, обла-
дали в 10 раз более высокой ферментативной активностью. 

После проведения этих предварительных экспериментов, изучили 
влияние пиклогексимида на <|лавиногенеэ и рибо^лавинсинтетазную 
активность клетис p. g u i u i a n o o n d i i и т . condida . Инкубация 
молоды* клеток г . candid« и і-, gui 11iermondі j / 2 0 и 24 часа 
роста , ci ответственно/ , выращенных ь железодгфикитной среде и 



обладаших eue низким уровнем ферментативной активности, на про-
тяжении 4 - Ю часов в присутствии циклогексимида и df^-дипириди-
ла, показала, что антибиотик полностью тормозил увеличение рибо-
флавинсинтетг зной активности и в меньшей степени угнетал флавино-
генез . В приї утствии сі.йі'-дяпиридила без циклогексимида в клет-
к а х Т . oandiri і и P. g u i l 1 ieraond і і происходило увеличение ри-
бо^лавинсинт«тазной активности р 30-40 л 5 - 7 раз, соответственно. 

H - Р Ь-синтетам*. O - V - <fuiaiuneuhi4CL 

ЄЧ »4 

Рис. 2 Влиякие цкк'логексимида / а - 20 мкг/мл» 6 - 5 iotr/мл/ 
и же іеза / I мкг/мл/ на скорость флавиногенеэа и рибо-
флач інсинтетазнуп активность клеток P. e u i l l i e r a o n d u / a / 
и т . candide / б / . Ц - циклогексимид. 

обр і Таким 
вующие о том, 
происходило 
ках p. g u i i l 
железонедос 
ридилом 
вследствие 
синтеза рибс 

Железо, 
статочным 

Сле ai 

J3l 
• ЦЗЧ +Feî4 20 24 *Ц2Ч 

Арлщ гас. 
а 

зом, были получены однозначные данные, свидетельст-
что в условиях блокирования белкового синтеза не 

шрастание рибофлавинсинтетаэной активности в клет-
вгаюпй! 1 и т . cьndidв ни в процессе их роста в 

таточной среде , ни при инкубации клеток с а£,«£ -дипи-
;ователыю, при возникновении сверхсинтеза флавинов, 

ффицита железа в клетках, происходила дерепрессия 
(ланинсин гетазы. 

фиОавленное в 'форме соли Кора к молодим желе зоне ло-
ткам т.овпйЬйа и Р. 6^1 хИвгаоп411, обладавшим 
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еше низкой рибофлавинсинтетмзной активностью, торко; ило синтез 
рибофлавинсинтетаэк почти в такой же степени как ц т логексимид 
/ р и с . 2 / . 
3 . 4 . Влияние ингибиторов транскрипции на лерепресоя»} рибофла-

винсинтетаян В клетках T. c a n d l d a . 
Предстояло выяснить на каком уровне - транскрипции или т р а н с -

ляции - железо участвует п регуляции синтеза рибофл^винсинтетазн 
у флавиногенных дрожжей. 

Изучили влияние трвх ингибиторов транскрипции: ai тиномипина Д, 
профлавина и рубомицина. 

В первой серии экспериментов использовали протот {офнуг культу -
ру X. candide , обладающую наиболее высоких уровнем дерепрессяи 
рибофлзвинсинтетазы. Оказалось, что дрожжи c a n d i i e наиболее 
чувствительны к профлавину; 7 - 9 мкг профлавина в I л л среды 
угнетали рост на 50$, актиномицин Д и рубомицин у п и т а л и р о с т 
при более высоких концентрациях / 4 0 и 80 ккг /мл , с о с т в е т с в е н н о / . 

Было показано / р и с . 3 / , что актиномицин Д даже в высоких 

Рис. 3 

Концентрации пкг/ля. 

Влияние актиномицина Д, профлавина и рубомш 
бофлавинсинтетазную активность клеток т . овг! 
I - контроль; 2 - + г£,4;'-дипиридил; 3 , 4 , 5 -
дипиридила + актиномицин Д, профлавин и руб( 
Время инкубации - 6 часов , концентрация <£,6 
60 мкг/мл. 

ина на ри -
d Ida. 

фону 
ІСІИИЦИН. 

-дипиридила 

г о 
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.4 IF 
дро С 

концентрациях 
Однако, среди 
по-видимо>»у 
Д, слабое вли 
зы было об.ус.1 
биотика в 

В связи с 
обладающие б! 
зовали метод 
чувствительно 
числе к акти; 
П р и ГЮМО'ЗИ 

почти в 100 
штаммом к ин 
та одного из 
представлена 

не тормозил дерепрессию синтеза э т о г о фермента, 
использованных нами ингибиторов транскрипции, 

5олее специфическим действием обладает актиномицин 
1Ш<е которого на процесс синтеза рибофлавинсинтета-
влено, возможно, плохим проникновением э т о г о анти-

глевне клетки. 
)ТИМ, были получены мутанты дрожжей Т. oandida , 
чьшей чувствительностью к этим антибиотикам. Исполь-
елекции дрожжей Р. £111 Ш а г т о п й ! 1 с повышенной 

:тью к ряду антибиотиков и антиметаболитов, в том 
мицину Д /Сибирный и с о а в т . , 1 9 7 7 / . 

зго метода было получено 8 мутантов, обладающих 
большей чувствительностью по сравнении с диким 

^бированию роста актиномицином Д. Зависимость р о с -
(их, штамма мьт -2 , от концентрации яктиномицина Д 
на рисунке / р и с . 4 / . 

эт р 
F 1 3 

Рис. 4 Елияни 
и мута 
Гиотн э 
протя «і 

Антибиотик в 
р о с т клеток , 
пало полное и 

2 0 4 0 60 ВО 100 

Концентраций., МКГІМЛ 

/ А / е актиномицина Д на рост клеток Т. Candida 
iHTa 'Г, Candida Uli'C-2 / Е / . 
с ть посева 0 , 1 мг/мл среды; клетки выращивали на 
[ении 18 часов . 

сонцентрации 0 , 5 - 0 , 7 мкг/мл среды угнетал на 5052 
в присутствии 2 мкг актиномицина Д в I мл насту-

»гибировяние роста клеток Т. oAndida УЬТ-2. 
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• - I 
Н -г 
В - 3 

20 50 100 

ЗСонценяухщия^ ккт/ги. 

Рис. 5 Влияние актиномицкна Д на дегепресси») рибофл 
тазы в клетках Т. слЫкАа М<>Т-2.. 
I - контроль; 2 - + (/-дипиридил; 3 - +сЛсХ 
и актиномицин Д. 

Как видно из рисунка 5, при низких концентрациях яктиномици-
на Д / 2 0 мкг/мл/ проис -одгло блокирование дерепресс (и рибофла-
винсинтетазы на 8С$. Дальнейшее повышение концентрами эктино-
мицина Д до 100 мкг в I мл уже не влияло на степень} угнетения 
синтеза этого фермента. 

Полученные данные могут свидетельствовать о том, что железо 
участвует в регуляции синтеза рибофлавиисинтетазы н з уровне транс-
крипции. 
3 , 5 . Влияние флавкнов на синтез рибофлавиисинтетазы. 

б 31 Регуляция флавкногенеза по типу отрицательной о 
хорошо изучена у бактергч В а с Ш и в в и ь и и в /Брес 

Для изучения влияния флавинов на синтез рибофут 
у флавиногенннх и нефлавиногенннх дрожжей необходим) 
рать условия для изменения внутриклеточного содержа( 
ществ. С этой целью проводили инкубацию дрожжей, а 
фдавинзависимых мутантов в среде с высокими концен 
флавина и без него . Известно, что рибофлавин плохо 
дрожжевые клетки /Логвияенкб и с о а в т . , 1 9 7 2 / . ПоэтЬ 

»чинсинте-

дипиридил 

•атной связи 
; р , 1 9 7 3 , 1 9 7 7 / . 

синтетазы 
было подоб-

ия этих в е -
гакже рибо-

циями рибо-
троникает в 
му для опы-

вйн 
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ТОЕ кроме инта 
ческой активно^: 
ровать белок 

Влияние экзоге 
ность рибофлав 
gu і 1 і і огтопйі і 

1 тних клеток использовали протопласты. О метаболи-
ти протопластов судили по их способности синтези-

флавины и рибо!лавиноинтетазу. 
Таблица 3 

ного рибофлавина на содержание флавинов и актив 
нсинтетазы интактных клеток и протопластов Р• 

Клетки 

Рибофлавин 
в с р е д е , 
мкг/мл 

Концентрация ; л а -
БИНОВ в к л е т к а ^ 

ммкмоль/ г 

Общая ФАД 
Рибоф-
лавин 

+ ФШ 

Рибофлавинсин-
тетаза , 

К/мг белка 

х Ю " 5 

ї 'нтактнне 

Протопласты 

О 
200 

0 
200 

96 ,0 
115 ,0 

46,5 47 ,5 
65 ,0 50 ,0 

8 7 , 0 3 0 , 6 5 7 , 6 
167 ,0 3 0 , 3 1Э6,7 

3 , 5 5 
3 ,30 

3 , 8 8 
5 ,70 

при изучени ! 
флавинов и риб) 
и протопластах 
11 -12 часовой 
внутриклеточнс 
Ііагіііогкііі в ) 
образом за сче г 
о превращении 
вые нуклеотиды 
топластах послр 
на 60£ и более 
свободного риб)' 
инкубируемых с 

Показано, чуі 
клетках , а танк' 
рашивания с вир 
уровень активи 

влияния экзогенного рибофлавина на содержание 
(лавинсинтетазнуч активность в интактных клетках 
р. е и і і і і е п і і з п с и і / т а б л . 3 / оказалось, что после 

шкубации в присутствии 200 мкг рибсфлавина в I мл 
содержание флавинов в интактных клетках Р. г и і і -

зрастало на 20А ПО сравнению с контролем, главным 
увеличения количества ФАЛ, что свидетельствовало 
клетках части поглощенного рибофлавина в флавино-
В аналогичных условиях содержание Флавинов в про-
инкубапии с экзогенным рибофлавином возрастало 
по-видимому, вследствие увеличения концентрации 

флавина, поскольку количество ФАД в протопластах, 
рибофлавином и без н е г о , менялось незначительно, 
о увеличение концентрации флавинов в интактных 
;е в протопластах Р. в и і і і і в т о ш і і і после их под -
юкими концентрациями рибофлавина, не влияло на 
)сти рибофлавинсинтетазы. Подобная закономерность 
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была обнаружена я опытах с дрожжами с . и Л Ш з . 
Был использован и другой прием для изучения влйяния экзоген -

ного рибофлавина на биосинтез рибо|лавинсинтетазы / т а б л . 1 / . 
Табл! па 4 

Содержанке Савинов и активность рибО'1<лавинсинтетг зы клеток ри-
бо,[лавикяависимнх мутантов дрожжей поел" инкубаци! с экзогенным 
рибофлавином и без витамина 

Штамм 

Рибоф- :Еиомас-
лавин в: са , 

среде , :мг /мл 
мкг/мл : 

Концентрация 
флавинов в юг 
кдх, ммкмоль/; 

Рибофлавин-
тч скнтетаэа , 

В/мг белка 

Обшая 
Риб< I 
фла 
вин 

х 10 ,-5 

р. g u l l l l e r m o n d l i 0 1 ,0 12 2 6 ,0 6 ,2 1 ,26 
Р7Г 100 3 ,0 64 2 25 ,2 38 ,7 1 ,05 

р. g u i l l l e r m o n d i i .0 0 . 7 10 5 4 ,5 6 ,0 1 ,38 
Р9А 100 1 . 6 49 0 2 1 , 9 27 ,1 1 , 5 5 

candide Р5 
0 0 , 9 27 0 15 ,0 12 . 0 1 ,87 

т . candide Р5 100 3 , 2 60 0 2 1 , 3 3£ ,7 1 , 6 9 

ohmeri Р}2 0 1 ,0 6 2 4 , 6 I , 6 S, 28 р. ohmeri Р}2 
100 

S, 28 ohmeri Р}2 
100 2 , 5 34 4 15 ,5 I? .9 3 , 2 6 

Ауксотрофные по рибофлавину мутанты P. g u i U i i e 
Р9А, P. ohmerl Р32 и 'Г. candide Р5 предварител^' 
присутствии 50 мкг рибо^авина в I мл в течение 
том отмывали от витамина Е^ и ресуспендировали, 
в средах с рибофлавином / 1 0 0 мкг/мл/ и без него , 
лась 24 часа. За это время биокасса мутантов увеЛи 
среде с рибофлавином в 3 - 4 раза, а в среде без FIT; 
был незначительный. Содержание флавинов в клетка: 
без рибофлавина, уменьшалось в 4 - 6 раз. Мы не обна 

rinond 1 i Р7Г и 
о выращивали в 

вух сутои , по -
оответственно , 

нкубация дли-
чивалась в 
амина 1>2 рост 

инкубируемых 
ружили прямой 

корреляции между изменением биомассы мутантов, инкубируемых в 
среде без рибофлавина, и снижением концентрации 
ках. Клетки мутантов с высоким и низким внутрикле точным содержа 

лавинов в клет-
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ниєм фланинов 
ностыо . 

Полученные 
РИДОВ дрожжей 
нами. 

Закономерно 
бофлаьина у д 
с я н т е т а з е , был* 
первого этапа 
с о а в т . , 1 9 7 7 / . 
в системе репр< 

о 5ладали одинаковой риОоїлавинсинтетазной актив-

фнкые свидетельствуют о том, что у исследованных 
синтез рибоглавинсинтетазы не регулируется флави-

сги регуляции образования ферментов биосинтеза ри-
рсчжей, установленные нами впервые на рибофлавин--

в дальнейшем подтверждены при изучении фермента 
I лавиногенеза - ГТФ циклогидролазы /Павловский и 
Очевидно железо, а не флавины, принимает участие 
ссии (ерментов флавиногенеза. 

виводи 

1 . Разработбн 
ности у различ> 
Важным условиеа 
флавинсинтетаз! 
дрожжей являет 
повителей - ме 

Определение 
точного матери 
з о в . 

2 . Зависимо 
ходной кониент 
Кг, для рибофла 
НЬ'Х в ореде с 
собой и характ 
соответственно 
клеток Т. сап 

3 . рН-оптим; 
a o n d i l и Т. 

тимум В зоне 
быстрее инакти|И' 
кубации с с у б с 

4 . Рибофлавин 
giii iliermjndi 

угнетал активнее 

ш методы определения рибофлавинсинтетаэной актив-
ах видов дрожжей в экстрактах, а также in s i t u . 

для обнаружения и стабильного определения рибо-
ой активности в экстрактах флавиногенных видов 
я присутствие н реакционной смеси сильных в о с с т а -

] каптоэтанола или дитиотрейтола. 
активности in s i t u требует меньше времени и кле-

ила, что важно при проведении многосерийных анали-

г т ь скорости рибодоавинсинтетазной реакции от и с -
мании субстрата имеет гиперболический характер, 
гинсинтетазн дрожжей p. n u l l i i e r : a o n d i i , выращен-
1Ысоким и низким содержанием железа, близки между 
ризуются величинами 1 , 5 х Ю~5М и 1 , 8 х 
К.,, для э т о г о Термента из железонедостаточных 

равняется 2 , 5 х 10~®М. 
м для рибо|лавинсинтетазы дрожжей P. g u U i i e r -
ndida лежит Б зоне 7 , 0 - 7 , 5 , а температурный оП-
•40°. Рибофлавинсинтетаза клеток T. candide 
Ф.уется под влиянием температуры и в процессе ин-

ратом, чем фермент из P. c u l l l l e r m o o d l l . 
не ингибировал рибофлавинсинтетаэу дрожжей Р* 
P. oh.cerl , Г. Candida и С. u t i l l e , однако 

ть э т о г о фермента в экстрактах a . « » r e v i u i a e . 

d id 
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ci r 

ШН и ФАЛ также ne оказывали ингибирующего действш 
винсинтетазу p. g i l l l i e r r a o n d i l v T. cnnâi<ia. 

5 . Исследована рибсфгаринс^нтетазная активность 
флавиногенчкх видов r tpowe;i P. rculliiatvaondli, т . 
Sohw. oecidentelle и нефлавиногенных видов о. ut 
oherrime и p. ohraeri, выращенных г средах с "ысо! 

содержанием железа. В клетках дроджей, у которых 
флавина возрастал лрп понижении концентрации ионов 
среде , обнаружена прямая корреляция между уровнями 
тетавы и флавкногекной активностью. 

Рибофла"инсинтетазная активность в келезонедост ; 
ках слабых продуцентов витамина Tig была такой же и; 
кой ч м в богатых железом клетках. 

6 . В процессе роста йлапиногенныу дрожжей ч cpei i 
содержанием железа активность рибофлчвинсинт^тазн i 
незначительно. При культивировании в железончдоста" 
активность э т о г о фермента увеличивалась по мере на( 
фицита железа в клетках и достигала максимума в ра> 
парной ||>азе роста . В этих условиях активность рибо 
тазы увеличи™алась в клетках eon* , o c c i d e n t m i s в 
gu11liermondi 1 в 9 раз И T. candide в 24 раза . 

7 . Увеличение рибофшапинсинтртазной активности j 
P. EUilllernondli И Т, candide можно яыз°ать пут? 

богатых железом клеток с-хелатообразующими агентам! 
щими высоким сродством к этому металлу, такими как 
лин и г(,йС-дипиридил. 

8 . Ионы железа не ингибиругт активности рибофла"}инсинтетазн 
дрожжей р: gui merraondi 1 и г . cR^dide . Смесь авч олиэатов б о -
гатых и бедных железом клеток этих видов дрожжей щоявляла ри-
бофлавинсинтетазную активность, соответствующую среднему ариф-
метическому активности оиоих препаратов. Следовате ;ьно , в бо -
гатых железом клетках P. cuilii^rmondii и T. candide о т с у т -
ствовали высокомолекулярные и ниэкомолекулярные соединения, с п о -
собные ингибировать рибофлавинсинтетазу. 

9 . Циклогексимид или дефицит незаменимой аминокислоты пол-
ностью предотвращали увеличение рибофларинсинтетазкой активно-
сти в клетках р. g u i l l i e r m o n d i l и т . cani tdn как в процессе 
роста в железонедостаточной среде , так и при инкубфдии их с 

на рибофла-

в клетках 
:ип(* i d a , 
1а, О. ри1-

ИМ И Н И З К И М 

чтез р'/бО-
железа в 
рибофлавинсин-

точчых клет -
и более низ-

,е с высоким 
вменялась 
очной среде 
шастания д е -
ней стацио-
лавинсинте-
8 раз , Р. 

дрожжей 
;м инкубации 

облалаю-
о -фенантро-
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с/С,<л-д ипирвди, і' 
участие в per ', 
gal Н і згшэпд 

(ланинов в ус£і 
фермента. 

1С. ИнгиСи 
дерепрессию 
типа, актином 
лучеч мутант 
тельностыо к 
репрессию риб|) 
ііі}'С"2, о Слада 

по ростовой 
пользу предпо, 
синтеза рибоіфі 
транскрипции 

I I . Повыше і 
P. SUilliHrmi 

к ИМИ концентрй] 
жания флавинор 
P. guiXllerii 

при инкубации 
ло на рибофла^ 
ченных видов 
синтеза рибоф 

Основные 

I . 

2 . 

a.U.Sbavl 
at r l o o f l 
Candida у 

126, I971 . 
Г.К.Иавлоіф 
акїкйі іост і 
CHBHOCTl 
1971. 

3 . Г.М.Шавлові 
ности рибої 
за у некотф 

Й FI і 

ом. Таким образом доиаэано, что железо принимает 
ляиии синтеза рибофлавинсинтетазы у дрожжей Р« 
i И Т . Candida и при возникновении сверхсинтева 
овиях дефицита железа происходит дереиреосия э т о г о 

•оры транскрипции - рубомицин и профлавин угнетали 
|б01лаВИНСИНТетвЗи В КЛеТКах Т. Candida дикого 
щин Л был неэффективный. При помощи УФ лучей п о -
Т. Candida мьт-2 , обладающий повышенной чувстви-
»ктиномицину Д. Этот антибиотик сильно угнетал де -
флавинсинте', эзы в клетках мутанта Т. Candida 

aiiero повышенной чувствительностью /определяемой 
р гакции/ к актиноминкну Д. Эти данные говорят в 

южения, что железо принимает участие в регуляции 
авинсинтетазы у фяавиногенных дрожжей на уровне 

ие содержания флавинов в клетках и протопластах 
4 n d i i и с . u t i l i a вследствие инкубации их с высо-

циями рибофлавина, а также резкое снижение с о д е р -
в клетках ауксотрофних по рибофлавину мутантов 

I n d i i Р7Г И Р9А, P. ohiaari Р32 и Т. oandida Р5 
их в среде без витамина Bg, существенно не влия-
инсинтетазнув активность . Следовательно, у изу -

1рожжей флавины не принимают участия в регуляции 
твинсинтетазы. 

результаты работы опубликованы в статьях : 

VвКу, E.M.Loevinanko and V.M.Traoh. Durapraaaicm 
vie eyntftetaaa during f lavin overproduction in 
uota. Abatr. Coramuri. ?tn Meat. bur. Biooham. Boo,, 

biciUi, 0.K.j)orsj:iieiiKij i Ь.М.Трач. дос;илження 
рпбофлав|1.силтетааи у / i p f ^ a i a при р|зн|й 1итен-
авШогь'Пвзу.. MiKpoöjon. иури.,т.33,1;*6, 686-667 , 

кий, Е.1,!.логвиненко, В.М.Трач. Изменения актив-
лавинсинтетазы при различных уровнях флавиногенв-
рых видов дрожжей Candida. Локл. АН СССР, т . 2 0 3 , 



22 

# 1 , 241 -244 , Î972 . 
4. Е.М.Логвиненко, В.М.Трач, Г.М.Шавловский. Влияние железа на 

синтез рибОфЛЯЯИНСИНТеТаЗЫ У дрожжей P i o h i a gu l l l i e r m o n d i i . 
Всесоюзная конференция по регуляции биохи.чическ>х процессов 
у микроорганизмов. Тезисы докладов, Пущино-на-Oiе, 1 0 3 - 1 0 5 , 
1972. 

5 . G.äfi.Shavlovaky, К.M.Logvinenko, V.M.Traoh, L . V . K o l t u n . 
The f o i e of f l a v i n e e and i ron in r e g u l a t i o n of : l a r l n o g e n e -
aia in yeaate . Proc . of the Third I n t e r n , b p e o i i l . bymp. on 
r e a a t a , O t a n i e n l , F in land , Part I , A b e t r . , 7 0 - 7 1 , 1973-

6 . Е.М.Логвиненко, Г.М.Шавловский, В.М.Трач и В.А. 1ибирннЙ. 
Роль флавинов в регуляции синтеза рибофлавинсин 'етазы у P i o -
h ia g u i l U e r a o n d l l И Candida u t i l l a . МикробИ >ЛОГИЯ, T . 4 2 , 

# 6 . I008 -1013 , 1973. 
7 . Q.M.Sharlovaky, B.M.Logrinenko, W.M.Trach und E S. Sen.luta, 

Die r e g u l a t i o n der ayntheae der r i b o f l a v l n e y n t h s t a e e durch 
e ieen in f l a r i n o g e n a n h e f e n . Bioohera. P h y e i o l . P f lanzen 
( B P P ) , B d . 1 6 7 , 3 7 9 - 3 0 7 , 1 9 7 5 . 

8 . Г.М.Шавловский, Е.М.Логвиненко, Д.В.Ласка, В.М.Грач, Л.В.Кол 
тун, З.Е.Кащенко. 0 механизмах регуляций биосинтеза флавинов 
у дрожжей Piohia gull l lermondii . У съезд Всесоюзного мик-
робиологического общества. Тезисы докладов, Ереван, 3 2 - 3 3 , 
1975. 

9 . Е.М.Логвиненко, В.М.Трач, Л.В.Колтун, Г.М.Шавлсвский. 0 регу 
ляции флавиногенеза у дрожжей по типу отрицате ;ьной обратной 
связи . Труды 1У съезда микробиологов Украины, 'Наукова думка 
Киев, 8 - 9 , 1975. 

10 . Г.М.Шавловский, Е.М.Логвиненко, В.М.Трач, Л . В Л о л т у н . Об уча 
стия механизмов ретроингибирования и репрессии в регуляции 
флавииогене9а у дрожжей. Сб. "Витамины", 9 , "Ниукова думка" , 
Киев, 9 9 - 1 0 4 , 1976. 

1 1 . В.М.Трач, Г.М.Шавловский. Сверхсинтез рибофлавина дрожжами 
Sohwanniaeyoea о о о i d ê n t e l l e . Докл. АН УССР, " Б ' , * 4 , 3 5 2 -
354 , 1976. 

12 . Е.М. Логвиненко, В.М.Трач, В.Е.Кащенко, А .Е .Засальски* . 
Л.В.Колтун и Г.М.Шавловский. Изучение активности некоторых 
ферментов флавиногенеза у дрожжей i n a l tu . БиЬхимия, т . 4 2 , 
•9 , I 6 4 9 - 1 6 5 4 , 1977. 

13 . Г.М .Павловский, В.П.Жарова, И.Ф.Щелокова, В.М .Трач , А .А .Си-



бирный, Г.П.Кш«минская. Флавиногенная активность природных 
штаммов дрожже I P i o . H a з т т в г ш о п а и . Прикл. биохим. и 
микробиол., т . А, * 2 , 184-189, 1978. 


