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За організаційну та фінансову підтримку в підготовці і проведенні Х Українського 

біохімічного з’їзду та за публікацію матеріалів з’їзду Українське біохімічне това-

риство висловлює щиру подяку:

• Національній академії наук України (НАНУ), 

• Міністерству освіти і науки України,

• Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України,

• Одеському національному університету ім. І. І. Мечникова,

• Національному університету природних ресурсів

і природокористування України,

• Федерації європейських біохімічних товариств (FEBS),

• ЗАТ «МАКРОХІМ», Україна

• Компанії BIO-RAD лабораторії, США-Україна

• Тов. ALSI Chrom ЛТД, Україна

• Тов. ALSI ЛТД, Україна

• Компанії HVD - Life Sciences, Україна 

• OOO Baltic Bio Trade, Литва-Україна 

• Директору ПП СП «Біла акація», д.м.н., проф. Колоденку В. О.
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Шановні колеги!

Сердечно вітаю учасників Х з’їзду Українського біохімічного товариства! Наш з’їзд 
проходить в Одеському національному університеті ім. І. І. Мечникова – одному із най-
старіших і найкращих університетів нашої країни. Цей навчальний і науковий заклад 
славний ще й тим, що в його історію  багато яскравих сторінок вписали всесвітньо відомі 
вчені – природознавці, серед яких неможливо не згадати імена лауреата Нобелівської пре-
мії, мікробіолога Іллі Ілліча Мечникова; засновника вітчизняної фізіології Івана Михай-
ловича Сєченова; біолога Олександра Онуфрійовича Ковалевського, аж трьох президентів 
нашої Академії наук (ВУАН – АН УРСР): ботаніка Володимира Іполитовича Ліпського, 
мікробіолога Данила Кириловича Заболотного, патофізіолога Олександра Олександровича 
Богомольця та багатьох інших, які свого часу працювали у цьому університеті і заклали 
підвалини аби Одеський національний університет ім.І.І.Мечникова став загальновизнаним 
культурним надбанням України. Щиро дякуємо керівництво цього провідного навчального 
і наукового центру із наданою можливістю провести наш з’їзд в Одесі, а співробітників 
Університету за допомогу в організаційних питаннях.  

Х Український біохімічний з’їзд знаменний тим, що він проводиться у ті дні, коли 
наукова громадськість України відзначає 125-і роковини від дня народження всесвітньо 
відомого українського вченого, засновника функціональної біохімії і нейрохімії, фундатора 
і незмінного впродовж майже півсторіччя директора Інституту біохімії НАН України, 
Президента Академії наук УРСР у важкі повоєнні часи, нарешті, – засновника Українсь-
кого біохімічного товариства - академіка Олександра Володимировича Палладіна, пам’яті 
якого  і присвячується це високе наукове зібрання. 

Безперечно, у час бурхливого прогресу біохімії та молекулярної біології Х Українсь-
кий біохімічний з’їзд має стати значною подією в науковому житті України і не тільки 
України. В роботі з’їзду беруть участь науковці із Росії, Польщі, Франції, Німеччини, 
Фінляндії, інших країн. Тобто Українські біохімічні з’їзди набувають міжнародний ста-
тус. Знаменним є той факт, що серед вітчизняних науковців, які виявили бажання брати 
участь у з’їзді, понад 50% – молоді вчені. Це свідчить про поступове відродження у мо-
лоді інтересу до науки і особливо до наук про інтимні механізми живого.  Програма з’їзду 
охоплює широкий спектр фундаментальних і прикладних аспектів біохімії, молекулярної і 
клітинної біології. У Програмі з’їзду – 4 пленарних і 12 симпозіальних засідань (5 секцій), 
на яких будуть розглянуті проблеми дослідження структури і функції білків, нуклеїнових 
кислот, експресії генів, регуляції метаболічних шляхів тощо. Особливу увагу буде приділе-
но сучасним проблемам нанобіотехнології, біобезпеки і біозахисту. Сучасні аспекти про-
никнення біохімії у молекулярну медицину будуть розглянуті на секції «Медична біохімія». 
Значну увагу буде приділено питанням вдосконалення фахової підготовки вітчизняних нау-
кових кадрів всіх рівнів кваліфікації.

Завдання українських біохіміків полягає в тому, щоб зробити свій достойний внесок 
до сучасної біологічної науки, а також використати здобутки світової науки на благо 
народу України.

Від імені Президії Українського біохімічного товариства бажаю вам успіхів у вашій 
роботі і хай вам всім щастить!

Зі щирою повагою

Президент Українського біохімічного товариства
Директор Інституту біохімії
ім. О. В. Палладіна НАНУ
академік НАН та АМН України                                                               Сергій Комісаренко
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ПлЕн а Рні ДоПоВіДі

ВіДКРИТТЯ, ВИВЧЕннЯ Та ПРаКТИЧнЕ
ЗаСТоСУВаннЯ N-ацИлЕТанолаМініВ – ноВоГо

КлаСУ БіолоГіЧно аКТИВнИХ ліПіДіВ

ГУЛА Н. М.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: ngula@biochem.kiev.ua

У 1980–1990-х роках у відділі біохімії ліпідів Інституту біохімії ім. О. В. Пал-
ладіна було розроблено та запроваджено системний підхід щодо вивчення хімії та 
функціональної ролі ліпідів, а також створено передумови для системного дослі-
дження ліпідому ссавців та людини.

Відкрито та охарактеризовано в культурі клітин нейробластоми С1�00 N18 ма-
лополярні ліпіди – N-ацилфосфатидилетаноламін (NAРE) та N-ацилетаноламін 
(NAE), встановлено позарецепторний механізм дії та біологічна роль цих сполук. 
Виявлено мембраностабілізуючі, антиоксидантні властивості NAE. Відкрито їхню 
кардіопротекторну дію та створено на основі їх кардіопротекторний фармакологіч-
ний препарат, який зараз впроваджується у виробництво на ВАТ «Фармак». Вста-
новлено гепатопротекторні властивості NAE. Показана можливість застосування їх 
у розчинах-консервантах для зменшення деструктивних змін та підвищення жит-
тєздатності ізольованих органів. Відкрито нейропротекторну дію NAE та знайдено 
зменшення споживання наркотику у щурів-морфіністів, що отримували NAE.

Вперше показана взаємодія N-стеароїлетаноламіну (NSE) із сигнальною сис-
темою оксиду азоту. Одержано дані про здатність насиченого NAE модулювати 
утворення оксиду азоту за різних патологічних станів організму, зокрема здійс-
нювати різноспрямований вплив на активність конститутивної та індуцибельної 
ізоформ NO-синтази. Встановлено здатність N-пальмітоїлетаноламіну спрямовано 
та вибірково моделювати активність мембранозв’язаних Са2+-транспортувальних 
систем клітин.

З’ясовано, що NAE беруть участь у регуляції функції кори надниркових залоз. 
Встановлено, що NSE модулює рівень 11-оксикортикостероїдів і, тим самим, впли-
ває на перебіг стресової реакції організму. Виявлено протизапальний вплив NSE 
за реакцій гіперчутливості уповільненого та негайного типу та за неспецифічного 
запалення.

Відкриття нової ендоканабіноїдної сигнальної системи, до складу якої нале-
жать N-ацилетаноламіни, дозволило глибше зрозуміти механізми регуляції життє-
во важливих процесів і створило передумови для розробки нових засобів впливу на 
низку патологічних станів та створення нових лікарських препаратів.
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SH3-CONTAINING ADAPTOR PROTEINS:
THE ROLE IN CARCINOGENESIS

Drobot L.

Palladin Institute of biochemisry, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: drobot@biochem.kiev.ua

Adaptors are proteins of multi-modular structure without enzymatic activity. Their 
capacity to organize large, temporary protein complexes by linking proteins together in 
a regulated and selective fashion makes them of outstanding importance in the estab-
lishment and maintenance of specificity and efficiency in all known signal transduction 
pathways. Given the important role of adaptor proteins in propagating cellular signals, it 
is quite likely that their dysfunction may be involved in carcinogenesis. The prooncogenic 
or tumor-suppressor activities of a set of adaptor proteins have been already demostrated.

The adaptor/scaffold protein Ruk/CIN85, containing multiple SH� domains, was 
implicated in carcinogenesis by influencing a number of processes such as cell adhesion, 
motility and apoptosis. Although Ruk/CIN85 appears to modulate tyrosine kinase recep-
tors and PI� kinase signalling, the exact molecular mechanisms by which Ruk/CIN85 
affects carcinogenesis are largely unknown. Using Western-blot analysis, the statistically 
significant increase in the expression level of Ruk/CIN85 full-length form was detected 
in human invasive ductal breast adenocarcinoma samples in comparison with surrounding 
conditionally normal tissues. Therefore, we decided to investigate the oncogenic potential 
of Ruk/CIN85 by overexpressing the full-length isoform in weakly invasive MCF-7 breast 
adenocarcinoma cells. The Rukl/CIN85 overexpressing cells showed a slower growth rate, 
decreased cell adhesion, and an enhanced anchorage-independent growth in soft agar. 
Further, overexpression of Rukl/CIN85 also affected EGF-dependent signalling: activation 
of both Akt and ERK1/2 was faster than in the control cells and both kinases remained 
in their active state for up to �0 min after EGF treatment. Transwell migration and wound 
healing assays revealed that Rukl/CIN85 overexpressing cells possessed increased moti-
lity. The EGF-induced motility was attenuated in Rukl/CIN85-overexpressing cells but 
could be restored upon knock-down of Rukl/CIN85 with specific shRNA. Together, these 
findings suggest that high levels of Rukl/CIN85 can modulate EGF-dependent signalling 
and contribute to the conversion of breast adenocarcinoma cells into a more malignant 
phenotype.

ПЛеНАРНІ ДОПОВІДІ
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СТРаТЕГіЯ ВИКоРИСТаннЯ МУТанТнИХ ГЕніВ
ТУБУлінУ ЯК СЕлЕКТИВнИХ МаРКЕРіВ

У ГЕнЕТИЧніЙ інЖЕнЕРіЇ РоСлИн 

ЄМеЦь А. І., БЛюМ Я. Б.

Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України, Київ;
e-mail: cellbio@cellbio.freenet.viaduk.net; alyemets@univ.kiev.ua

Запропоновані шляхи використання нових маркерних генів для селекції тран-
формованих клітин рослин, що базуються на використанні мутантних генів ту-
буліну із природних біотипів та індукованих мутантів рослин, а, в перспективі, 
і вкорочених генів тубуліну, здатних забезпечувати у разі трансформації рослин 
синтез молекул тубуліну зі стійкістю до тих чи інших сполук з антимікротру-
бочковою активністю. Узагальнені результати власних досліджень, пов’язаних із 
вивченням перенесення та експресії генів мутантного β-тубуліну, що забезпечують 
стійкість до фосфоротіоамідних та динітроанілінових гербіцидів, від відповідних 
мутантів Nicotiana plumbaginifolia до близькоспоріднених та віддалених видів рос-
лин шляхом соматичної гібридизації. Саме ці роботи, продемонструвавши мож-
ливість використання мутантних генів тубуліну в селекції  соматичних гібридів, 
стали відправною точкою для подальшої розробки стратегії використання таких 
генів як селективні маркери в генетичній інженерії рослин. У подальшому ця тех-
нологія була нами розвинута з використанням гена мутантного α-тубуліну гусячої 
трави (Eleusine indica L.), котрий визначає стійкість до динітроанілінів. Внаслідок 
розробки схем агробактеріальної і біолістичної трансформації низки однодольних 
та дводольних рослин векторними конструкціями, що містять вищезгаданий ген 
α-тубуліну, була продемонструвана можливість його використання як маркерного 
гена. Одержані результати дозволяють також дійти висновку, що використання вже 
відомих мутантних генів тубуліну зі стійкістю до динітроанілінів та фосфоротіо-
амідів може паралельно вирішити проблему одержання нових ліній трансгенних 
рослин, резистентних до цих класів  гербіцидів. Останнє і було продемонстровано 
на прикладі льону, сої, тютюну та пальчастого проса.

МолЕКУлЯРна ДИнаМіКа і ФУнКціЯ ПРоТЕЇніВ

КОРНеЛюК О. І.

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: kornelyuk@imbg.org.ua

Молекулярна динаміка протеїнів спричинює специфічні конформаційні змі-
ни їхньої просторової структури, які обумовлюють їхні функції. Для досліджен-
ня конформаційної рухливості протеїнів широко використовуються експери-
ментальні методи дослідження, в першу чергу флюоресцентна спектроскопія та 
мультивимірна ЯМР-спектроскопія. В останні роки інтенсивно розвиваються ме-
тоди комп’ютерного моделювання молекулярної динаміки (МД), які дають уні-
кальну інформацію про динамічну поведінку протеїнів. Застосування потужних 

МАТеРІАЛи X УКРАїНСьКОГО БІОХІМІчНОГО З’їЗДУ 
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суперкомп’ютерів для розрахунків МД біологічних макромолекул суттєво розши-
рює можливості комп’ютерної структурної біології. Нові перспективи для моделю-
вання динаміки протеїнів відкривають комп’ютерні грид-технології.

Створено віртуальну лабораторію MolDynGrid (http://moldyngrid.org) як скла-
дову частину української академічної грид-інфраструктури для проведення моде-
лювання структури протеїнів та розрахунків МД. Впроваджено інтегроване се-
редовище для автоматизації комп’ютерних розрахунків та створено веб-портал, 
який складається з розрахункового, аналітичного і навчального блоків та бази 
даних траєкторій молекулярної динаміки. У віртуальній лабораторії MolDynGrid 
проводиться моделювання молекулярної динаміки таких протеїнів, як тирозил-
тРНК-синтетаза, цитокін ЕМАР ІІ, ВІЛ-протеаза та їхніх комплексів із лігандами. 
Вивчено структурно-динамічні характеристики тирозил-тРНК-синтетази в нано-
секундному часовому інтервалі та проведено кореляцію з експериментальними да-
ними. Аналіз конформаційної рухливості цитокіну ЕМАР ІІ в розчині на основі 
даних молекулярної динаміки виявив значні конформаційні флуктуації α-спіралі 
(Ile124-Gln129) та сусідньої петлі (Lys116-Lys12�) з утворенням додаткового витка 
спіралі в РНК-зв’язуючому центрі. Вперше розшифровано просторову структуру 
цитокіну ЕМАР ІІ в розчині методами мультивимірної ЯМР-спектроскопії та про-
ведено аналіз динаміки протеїну. Виявлено високу конформаційну рухливість ци-
токінового мотиву Arg8-Thr18 та його значна експонованість у розчин порівняно з 
кристалографічною структурою ЕМАР ІІ. 

Функціональна динаміка протеїнів характеризується наявністю корельованих 
конформаційних рухів. Для аналізу корельованих рухів розроблено алгоритми 
порівняння карт різниць динамічних крос-кореляційних матриць, побудованих на 
основі комп’ютерних розрахунків МД. Встановлено існування динамічних струк-
турних сіток у протеїнах, які забезпечують передачу конформаційних сигналів.

Проведено комп’ютерне моделювання просторової структури та динаміки му-
тантних форм тирозил-тРНК-синтетази, пов’язаних з нейропатією Шарко–Марі–
Тус. Для мутантної форми протеїну з мутацією Glu196Lys безпосередньо поблизу 
інтерфейса димеру ензиму встановлено формування нової антипаралельної β-струк-
тури в неструктурованій ділянці між α-спіралями Н9 і Н10, що може призводити 
до неспецифічної агрегації мутантної тирозил-тРНК-синтетази.

аТР-ГіДРолаЗИ Та КаліКСаРЕнИ

КОСТеРІН С. О. 

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: kinet@biochem.kiev.ua

Одна з нагальних задач сучасної біофізичної та супрамолекулярної хімії – ство-
рення ефекторів нового покоління, які б мали здатність оборотно, високоафінно 
та селективно модифікувати функціональну активність ензиматичних, транспорт-
них, рецепторних та регуляторних протеїнів. У цьому аспекті в останні роки знач-
ну увагу дослідників привертають циклічні олігомери фенолів – каліксарени, для 
яких продемонстровано широкий спектр біологічної активності. У комплексних 
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дослідженнях, проведених відділом біохімії м’язів ІБХ спільно з відділом хімії 
фосфоранів (зав. – чл.-кор. НАНУ В.І.Кальченко) ІОХ НАНУ, було вивчено зако-
номірності впливу низки калікс[4]аренів на Mg2+-залежні АТР-гідролазні системи 
міометрія. Виявилося, що каліксарен С-91 (тут і далі наведено шифр) стимулює 
протонофорчутливе накопичення іонів Са в мітохондріях, але практично не впли-
ває на активність тапсигаргінчутливої кальцієвої помпи саркоплазматичного ре-
тикулуму та кальцієвої помпи плазматичної мембрани. Каліксарени С-97, С-99 та 
С-107 значно ефективніше, ніж уабаїн, інгібують активність Na+,K+-АТР-ази, прак-
тично не впливаючи на активність «базальної» Mg2+-АТР-ази плазматичної мем-
брани. Ці каліксарени також стимулюють інгібувальний ефект уабаїну на Na+,K+-
АТР-азу. Каліксарен С-150 (суто калікс[4]аренова «чаша») практично не впливає 
на активність Na+,K+-АТР-ази. Було доведено, що інгібуючий вплив каліксарену 
С-107 на Na+,K+-АТР-азу (константа інгібування Ki < 100 нМ) визначається взаєм-
ним дистальним розташуванням амінофосфонових груп у положеннях 5,17 на верх-
ньому вінці калікс[4]аренової «чаші», на відміну від каліксарену С-160, який не 
інгібує АТР-гідролазну активність і для якого є властивою локалізація цих груп 
у положеннях 5,11. Продемонстровано, що однією з причин інгібуючої дії зазна-
чених каліксаренів на Na+,K+-АТР-азу є зменшення спорідненості іонів Na до неї. 
Результати, що були одержані у порівняльних експериментах із каталітичного тит-
рування каліксаренами С-97 та С-99 АТР-ази субфрагмента-1 міозину та Nа+,К+-
АТР-ази, вказують на значно більшу (на � порядки) чутливість Nа+-помпи до цих 
ефекторів порівняно з АТР-азою скоротливого комплексу. Інгібуючий ефект калік-
сарену С-99 на АТР-азну активність субфрагмента 1 корелює із впливом зазначе-
ного ефектора на спорідненість іонів Мg2+ до субфрагмента. Із використанням ме-
тодології молекулярного докінгу було вивчено взаємний вплив АТР та каліксарену 
С-99 на орієнтацію даних лігандів у лігандзв’язуючому центрі високоочищеного 
субфрагмента-1. Продемонстровано, що за використання методології молекулярно-
го докінгу можлива ідентифікація ліганд-рецепторних комплексів, геометрія яких 
узгоджена з експериментальними даними.

Було також доведено, що каліксарен С-107 є комплексоутворювачем для АТР і як 
такий здатний до гідролізу цього нуклеозидтрифосфату. Ми дослідили властивості 
реакції каліксарен-індукованого гідролізу АТР (кінетика та енергетика, катіонна 
та субстратна специфічність, чутливість до дії фізико-хімічних факторів – іонної 
сили, в’язкості, рН тощо).

Обговорюються механізми дії калікс[4]аренів на процеси ензиматичного та 
неензиматичного гідролізу АТР. Зроблено висновок щодо перспективності вико-
ристання вищезазначених калікс[4]аренів як «молекулярних платформ» для ство-
рення високоефективних селективних інгібіторів транспортних та нетранспортних 
АТР-гідролаз, подальшого вивчення молекулярних механізмів ензиматичного гід-
ролізу АТР.
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ДнК-ТЕХнолоГіЇ В РоСлИннИцТВі УКРаЇнИ

СиВОЛАП ю. М.

Південний біотехнологічний центр в рослинництві НААН України, Одеса;
e-mail: genome 2006@mail.ru

Сучасні біотехнології сприяли значному підвищенню ефективності рослин-
ництва в багатьох країнах світу. Генномодифіковані рослини у 2009 році займали 
площу в 1�4 мільйони гектарів, а використання молекулярних (геномних) маркерів 
за даними А.Binder (200�) дає прибуток біля 15 мільярдів доларів щорічно. 

Проблема розробки генно-інженерних технологій, створення і використання 
ГМО в Україні чекає на вирішення. Проте завдяки впровадженню технології ви-
значення молекулярно-генетичного поліморфізму за допомогою полімеразної лан-
цюгової реакції (ПЛР) набули поширення ДНК-маркери. Генеровані внаслідок 
ПЛР маркери поділяються на дві групи: полілокусні, біалельні, домінантні (RAPD, 
ISSR, IRAP. REMAP та ін.) і монолокусні, поліалельні, кодомінантні (SSR). В 
залежності від поставленої задачі використовується той чи інший варіант ПЛР 
аналізу. 

Для визначення філогенетичних взаємовідносин між видами культурних рос-
лин і їхніми дикими сородичами, які є донорами агрономічно важливих ознак, 
переважно використовуються багатолокусні маркерні системи. Так, в ПБЦ уточ-
нена систематика родів Hordeum, Helianthus, triticum, Sorghum, Vitis, Humulus та ін., 
що дало змогу цілеспрямованіше використовувати віддалену гібридизацію. За до-
помогою багатолокусних маркерів марковано гени стійкості соняшника до вовчка, 
кукурудзи до фузаріозу, одержано ДНК-маркери для продуктів інтрогресії у гено-
типах м’якої пшениці, які несуть ген (гени, алелі) стійкості до фітопатогенів, пе-
ренесених від егілопсу до пшениці. Визначено ДНК-маркер гена стійкості пшениці 
до твердої сажки. Марковані гени типу і темпу розвитку та ін. Значний інтерес має 
визначення алелів генів, що пов̀ язані з біохімічними показниками зерна. В ПБЦ 
досліджено поліморфізм генів Wx у селекційних форм пшениці із блокованим син-
тезом амілопектину, визначений алельний стан гена. 

Аналізований алельний стан гена β-amy1 у пивоварних і зернових сортів ячме-
ню, встановлено алельну характеристику пуроіндолінових генів Pina-D1 та Pinb-D1 
для сортів м’якої пшениці. Досліджено гени короткостебловості rht8, rht-b1 і 
rht-D1, оцінено ефекти алелів гена rht8 за агрономічними ознаками для низки 
українських сортів м’якої пшениці. Встановлено, що сорти м’якої пшениці СГІ 
досить часто містять комплекс або, так звану, піраміду генів карликовості – rht8с, 
rht-b1b, rht-D1b.

Створення молекулярних маркерів відкрило перспективи для розробки ефек-
тивних методів диференціації й ідентифікації генотипів, встановлення генетичної 
чистоти ліній, віднесення рослин до того або іншого гібрида, визначення рівня 
гібридності партій насіння першого покоління та ін. 

Методи типування генотипів, які базуються на профілюванні ДНК – це нові 
підходи до сортової ідентифікації, що мають значні переваги порівняно із тради-
ційним морфологічним аналізом. Визначення сортів за допомогою ДНК-технології 
незрівнянно продуктивні, дають можливість об’єктивної оцінки даних, тестування 
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на всіх етапах онтогенезу і мають інші переваги порівняно із традиційними мето-
дами, заснованими на фенотиповому аналізі. В ПБЦ розроблено оригінальну тех-
нологію ідентифікації і реєстрації сортів рослин у вигляді генетичних формул, які 
відбивають алельний стан високо варіабельних мікросателітних локусів. Формула 
надає інформацію про генетичну структуру сорту, наявність алелів агрономічно 
важливих генів. 

Завдяки сучасним біотехнологіям і, зокрема, ДНК-технологіям теорія і прак-
тика поліпшення корисних властивостей рослин вийшли на новий рівень. 

Роль СИГнальнИХ КаСКаДіВ У РЕГУлЯціЇ 
ДИФЕРЕнціЮВаннЯ ліМФоцИТіВ

СиДОРеНКО С. П.

Інститут експериментальної патології, онкології і радіобіології 
ім. Р. Є. Кавецького НАН України, Київ;

e-mail: svitasyd@yahoo.com

Механізми диференціювання клітин базуються на передачі сигналів у клітинах. 
Сигнальні каскади, що беруть участь у регуляції диференціювання клітин можуть 
бути індуковані ростовими факторами, міжклітинними контактами та взаємодією 
з міжклітинним матриксом. Крім того, в реалізації диференціювання клітин важ-
лива роль належить асиметричному поділу клітин. Сигнальні каскади здійснюють 
передачу інформації від поверхневих рецепторів клітин до ядра шляхом каскадів 
посттрансляційних модифікацій протеїнів. Ключова роль сигнальних каскадів 
клітин полягає у контролі транскрипційних програм в ядрі. Координовані зміни 
транскрипційних регулонів забезпечують диференціювання клітин та їхню функ-
ціональну активність. 

Регуляція процесів диференціювання, проліферації, анергії та апоптозу лімфо-
цитів здійснюється завдяки інтеграції сигналів від ендогенних факторів та рецеп-
торів, що забезпечують природний та адаптивний імунітет. Антигенрозпізнаючий 
рецептор В-клітин (BCR) є ключовим регулятором диференціювання В-клітин. 
Кооперація BCR з CD40, BAFFR, TACI та BCMA, що належать до родини TNF-
рецепторів забезпечує регуляцію диференціювання В-клітин при адаптивній імун-
ній відповіді. Більше того, вони координують утворення зародкових центрів та 
переключення класів імуноглобулінів. Нами було з’ясовано особливості активації 
ERK1, JNK, p�8 MAPK, Akt/PKB та PKD2 сигнальних каскадів через BCR, CD40 
та CD150 у первинних В-клітинах людини. Особливе місце в регуляції процесів 
диференціювання В-клітин займають фактори транскрипції родини IRF та NF-
kappaB. Було показано, що в нормальних та злоякісно трансформованих В-лімфо-
цитах сигнали через BCR, CD40 та CD150 регулюють рівень експресії, активності 
та внутрішньоклітинної локалізації факторів транскрипції IRF4 та NF-kappaB. 

Визначення нових молекулярних маркерів, які можуть бути використані для 
оцінки рівня диференціювання нормальних та злоякісно трансформованих лім-
фоцитів, і розробка нових підходів до регуляції диференціювання, проліферації 
та апоптозу нормальних та злоякісно трансформованих лімфоїдних клітин сприя-
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тиме вдосконаленню методів діагностики лімфоїдних форм лейкозів та лімфом, 
визначенню прогнозу перебігу захворювання, що у свою чергу слугуватиме підви-
щенню ефективності індивідуалізованої терапії і оптимізації економічних аспектів 
лікування хворих.

БіоСЕнСоРИ – аналіТИЧні ПРИлаДИ
ноВоГо ПоКоліннЯ

СОЛДАТКІН О. П.

Інститут молекулярної біології та генетики НАН України, Київ;
e-mail: a_soldatkin@yahoo.com

Впродовж двох останніх десятиліть спостерігається посилений інтерес до роз-
витку біоаналітичних пристроїв для кількісного та якісного визначення і моніто-
рингу різноманітних біологічних і хімічних сполук. Ця презентація є підсумком 
наших 20-річних досліджень у галузі розробки біосенсорів на основі іммобілізова-
них ферментів та електрохімічних перетворювачів для аналізу субстратів і інгібі-
торів. У розроблених біосенсорах застосовуються такі електрохімічні перетворю-
вачі, як іон-селективні польові транзистори (ІСПТ), планарні кондуктометричні 
гребінчасті електроди та амперометричні мікроелектроди. Висока специфічність, 
чутливість, проста конструкція, швидка і дешева процедура вимірювання речовин, 
притаманні створеним приладам, зумовлюють перспективність їхнього застосу-
вання в медицині, біотехнології, сільському господарстві, а також для контролю 
довкілля і якості харчових продуктів.

Розроблено низку біосенсорів для кількісного визначення таких субстратів, 
як лактат, глутамат, ацетилхолін, холін, D-серин, АТР, сечовина, пеніцилін, форм-
альдегід, креатинін і т. ін., виготовлено їхні лабораторні прототипи. На одному із 
конкретних біосенсорів буде продемонстровано весь шлях розробки приладу. 

Покращання аналітичних характеристик розроблених біосенсорів досяга-
ли завдяки використанню диференціального режиму вимірювань, застосуванню 
розчинів із різними буферними ємностями і специфічними хімічними агентами, 
негативно або позитивно зарядженими додатковими мембранами та генетично мо-
дифікованими ензимами. Такі підходи уможливили зменшення впливу буферної 
ємності на відгук біосенсорів, підвищення їхніх чутливості й стабільності, розши-
рення динамічного діапазону.

На основі зворотніх та/або незворотніх реакцій інгібування ензимів було 
сконструйовано біосенсори для аналізу різних токсичних речовин, таких як орга-
нофосфорні пестициди, іони важких металів, гіпохлорити, глікоалкалоїди тощо. 
Розроблено потенціометричний мультибіосенсор для визначення токсинів на ос-
нові інгібування ензимів.

Розглядаються переваги й недоліки розроблених біосенсорів, а також перспек-
тиви практичного використання їх. 

ПЛеНАРНІ ДОПОВІДІ
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«SMART» MEDICINES: APPROACHES
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The urgent problem of pharmacology is not in low bioactivity of the existing drugs, it 
is rather in low efficiency of drug delivery and its non-addressed action in the organism. 
Modern market needs efficient drug carriers rather than more active new drugs. Thus, 
specific bio-targeting drug carriers, carriers for delivery of water-insoluble drugs, for DNA 
and siRNA delivery (for biotechnology and gene therapy), remedies for visualization of 
drug delivery, action and clearance are currently most required. To address these require-
ments, novel functionalized nanocomposites (NC) were developed as a result of tight col-
laboration between the Department of Organic Chemistry at LNPU and the Department 
of Regulation of Cell Proliferation and Apoptosis at the ICB. The platforms for these NC 
were designed and synthesized on the basis of the polymeric surface-active oligoelectro-
lytes. The developed technology for the NC synthesis permits to control: 1) quality and 
quantity of structural blocks of the NC, and the unimodality of their size (1.5-6.0 kDa); 
2) branching of the NC polymer chain at specific sites (if necessary); �) providing the NC 
with active chemical groups (hydroxyl, carboxyl, amino, aldehyde, epoxy, others) for fur-
ther functionalization; 4) covalent conjugation of specific bio-targeting molecules via these 
chemical groups. We used following bioactive elements: a) specific anticancer drugs, anti-
biotics, alkaloids; b) DNA of different size and siRNA; c) immunoglobulins and lectins; 
d) low molecular compounds (lipids, amino acids); e) polyethylene glycol. To make these 
NC detectable and measurable, fluorescent or luminescent, as well as super-paramagnetic 
or X-ray detectable compounds were also incorporated in the NC. Biocompatible NC pos-
sessing low toxicity towards mammalian cells in vitro and in vivo (mice) were created. They 
were applied in the form of micelle polymers or nanoparticles and used for delivery of: 
1) drugs (ex. doxorubicine and levomycetin) at chemotherapy in vitro and in vivo; 2) DNA 
(transfection of mammalian, yeast and bacterial cells) and antisense oligodeoxynucleotides 
(blocking gene expression in vitro and in vivo); �) protein antigens at animal immunization. 
Novel technologies were also developed for detecting and measuring apoptotic (dying) 
mammalian cells via recognizing specific cell surface glycoprotein(s) by means of specific 
lectin conjugated with the NC used in the form of nanoparticles. Lectin-functionalized 
super-paramagnetic nanoparticles were applied for targeted action towards human apop-
totic cells (cell isolation and destruction).  These and other ways of application of the 
developed NC and nanobiotechnologies are discussed.

These studies were partly supported by the STCU grants #19�0, #4140, #495�.
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Точність трансляції генетичного коду забезпечується специфічним приєднан-
ням аміноацил-тРНК синтетазами (АРС-азами) амінокислоти до гомологічної 
тРНК. Висока специфічність реакції аміноацилювання контролюється певними 
структурними елементами як тРНК так і АРС-ази, які забезпечують вірне впізна-
вання гомологічних субстратів (амінокислоти і тРНК) та дискримінацію проти 
зв’язування з негомологічними аналогами. Але в деяких випадках АРС-аза нездат-
на надійно дискримінувати амінокислоти з подібними структурами. Для забезпе-
чення точності трансляції у цих АРС-аз були вироблені спеціальні механізми реда-
гування помилок. У даній роботі ми вивчали молекулярні механізми впізнавання 
тРНК і механізми тРНК-залежного редагування помилок лейцил- та проліл-тРНК 
синтетазами, які належать до двох різних структурних класів,  з використанням 
біохімічних, генно-інженерних методів та методу рентгеноструктурного аналізу. 
Лейцил-тРНК синтетаза із thermus thermophilus (ЛейРСТТ) переважно впізнає еле-
менти просторової структри тРНКЛей. Порівняння  кристалічних структур комп-
лексів ЛейРСТТ-тРНКLeu з різними субстратами і в різних конформаціях, дозволило 
прослідкувати динаміку участі тРНКLeu в низці послідовних процесів, починаючи 
з приєднання її до ензиму, аміноацилювання, редагування та вивільнення лейцил-
тРНКLeu із комплексу. Спираючись на дані мутагенезу в редагувальному центрі ми 
припустили можливу участь у процесі корегування гідроксильних груп �′-кінцевої 
рибози тРНК. Для перевірки цієї гіпотези було одержано деривати тРНКLeu, що 
містили на �′-кінці 2′dA76 або �′dА76. Використання одержаних дериватів тРНК у 
реакціях аміноацилювання і редагування виявило  важливу роль �′-ОН групи за-
лишка А76 тРНКLeu в гідролізі лейцил-тРНК синтетазою помилково синтезованих 
продуктів. У разі проліл-тРНК синтетази (ПроРС) структура редагувального доме-
ну ПроРС Enterococcus faecalis слугувала платформою для інтенсивного мутагенезу 
з метою пошуку ключових елементів деацилювальної активності цього типу ен-
зимів. На основі одержаних біохімічних і структурних даних запропоновано тРНК-
залежний механізм гідролізу помилково синтезованих аміноацил-тРНКPro.

ПЛеНАРНІ ДОПОВІДІ



14 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

інТЕРСЕКТИнИ В РЕГУлЯціЇ КліТИннИХ ПРоцЕСіВ
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Адаптерні протеїни відіграють ключову роль у формуванні та регуляції сиг-
нальних мереж клітини. Вони здатні одночасно взаємодіяти з багатьма протеїнами 
та координувати різні клітинні процеси, включаючи проліферацію, клітинну ад-
гезію, міграцію, клітинний цикл та ін. Адаптерні протеїни родини інтерсектинів 
(ITSNs) формують комплекси з регуляторними протеїнами, задіяними у клатрин-
опосередкованому ендоцитозі, передачі сигналу від рецепторних тирозин-кіназ, 
перебудовах актинового цитоскелета та апоптозі. Порушення експресії гена ItSN1 
асоційовані з виникненням ендоцитозних аномалій при синдромі Дауна та на ран-
ніх стадіях хвороби Альцгеймера. Ген ItSN2 розглядається як один з прогностич-
них маркерів при раку молочної залози. 

Структурне та функціональне різноманіття родини інтерсектинів формується 
у хребетних за рахунок альтернативного сплайсингу, альтернативних промоторів 
та паралогічних генів (ItSN1 та ItSN2). Нами виявлено 17 подій альтернатив-
ного сплайсингу пре-мРНК гена ItSN1, які впливають на доменну організацію 
відповідних білкових ізоформ ITSN1. Певні ізоформи ITSN1 мають тканиноспе-
цифічний характер, відрізняються за рівнем експресії під час ембріогенезу та за 
специфічністю взаємодії з білками-партнерами, що може вплинути на організацію 
комплексів ITSN1 з протеїнами.

Використовуючи методи комп’ютерного передбачення та мас-спектрометрич-
ний аналіз, нами виявлено 11 нових протеїнів-партнерів ITSN1 та ITSN2, а саме 
c-Cbl, Cbl-b, SHB, Ruk/CIN85, Sprouty 2, Reps1, SGIP1, WIP, MAP6, Sema6A та 
LMP2A. Виявлені протеїни беруть участь у передачі клітинного сигналу, форму-
ванні актинового та тубулінового цитоскелета, ендоцитозі, клітинній адгезії та 
міграції, що вказує на можливу роль адаптерних протеїнів родини інтерсектинів у 
регуляції цих процесів. На моделі ембріонів Xenopus laevis показано участь ITSN2 
у регуляції координованих змін актинового цитоскелета під час раннього емб-
ріонального розвитку хребетних. Розглядається також можливість участі ITSN в 
інвазії злоякісних клітин.

МАТеРІАЛи X УКРАїНСьКОГО БІОХІМІчНОГО З’їЗДУ 



15ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

I. СТРУКТУРа, ВлаСТИВоСТі 
Та ФУнКціЇ БіолоГіЧнИХ 

МаКРоМолЕКУл 
і наДМолЕКУлЯРнИХ 

КоМПлЕКСіВ



16 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

ДОПОВІДІ

IRE1 IN GLIOMA ANGIOGENESIS AND INVASIVENESS

1,2AUF GrEGor, 1JAboUILLE ArNAUD, 1GUérIt SyLVAINE, 1PINEAU rAPHAëL, 
3FAVErEAUX ALEXANDrE, 3MAItrE MArLèNE, 4GAISEr tIMo, 4VoN DEIMLING 
ANDrEAS, 5MINcHENKo oLEKSANDr H., 3cHEVEt ErIc, bIKFALVI ANDrEAS, 

1MoENNEr MIcHEL

1talence, France;
2charité, Virchow Medical center, Humboldt University berlin, Germany;

3bordeaux, France;
4Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Germany;

5Palladin Institute of biochemistry, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv; 
e-mail: m.moenner@angio.u-bordeaux1.fr

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumor (�5-45%). 
Despite recent advances in brain research to develop new therapies, prognosis for affected 
patients is low and around 1� months. The rapid growth of these solid tumors generates 
micro-environmental changes in association to hypoxia, nutrient deprivation and acidosis. 
Under those ischemic conditions, tumor cells trigger an adaptive response and modulate 
the pro/anti-angiogenic balance to initiate the formation and attraction of new blood ves-
sels to the tumor. The endoplasmic reticulum, a key organelle in the cellular response 
to ischemia, activates a complex set of signalling pathways named the Unfolded Protein 
Response (UPR). 

Inositol Requiring Enzyme-1 (IRE1), one of it’s a major sensor, is an endoplasmic 
reticulum resident integral membrane proteins that possess both intrinsic protein kinase 
and endoribonuclease activities in its cytosolic domain. To analyze the potential role of 
IRE1 in the angiogenic switch, we expressed in U87 glioma cells a total cytoplasmic IRE1 
dominant negative (dn) transgene (U87dn cells) and an IRE1 endoribonuclease dominant 
negative transgene (U87 DRNase cells). 

After brain implantation in immunodeficient mice, U87dn cells developed highly 
invasive and avascular tumors, whereas U87 control cells produced massive and highly 
vascularized tumors. This phenotypic change consistently links to striking overall survival 
(median survival of U87dn > 85 days vs. 26 days for controls; P < 0.0001). Laser capture 
microdissection analyses showed that the invasive/avascular phenotype correlated with the 
down-regulation of the pro-angiogenic factors interleukin-6, interleukin-8 and vascular 
endothelial growth factor-A and with the up-regulation of the anti-angiogenic factors 
SPARC (secreted protein, acidic, cysteine-rich; osteonectin) and decorin. Similar results 
were obtained using the chorio allantoic membrane model. 

Our results suggest a major role of IRE-1 in the regulation of glioma angiogenesis 
and invasiveness and identify this protein as a potential therapeutic target for glioma treat-
ment. 

СТРУКТУРА, ВЛАСТиВОСТІ ТА ФУНКЦІї БІОЛОГІчНиХ МАКРОМОЛеКУЛ...



17ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

GENE ONTOLOGY ANALYSIS OF PROTEIN-CODING
mRNAS WITH EXONIZED ALU REPEATS AND POTENTIAL

TARGETS OF ALU-DERIVED microRNAs 

bArANNIK t. V.

V. N. Karazin Kharkiv National University, Ukraine;
e-mail: tbarannik@univer.kharkov.ua

ALU elements are the most abundant repeats in the human genome and are conside-
red now to have the pronounced effect on gene expression and genome stability. ALUs 
that are exonized in UTRs may significantly influence on the translation regulation and 
mRNA stability by RNA editing, alternative splicing and sense-antisense interaction with 
small non-coding RNAs such as microRNA (miRNAs). The analysis of gene ontology 
(GO) terms for over- or under-representation in different gene sets is widely used for re-
vealing their functional and structural links. So the bioinformatic resources were used 
in this study for analysis of GO enrichment and co-occurrence between gene sets. GO 
analysis was performed by modern on-line tools (GOStat, GOrilla, GOToolBox, GO Tree 
machine, DAVID, GeneCoDis). The gene list of mRNAs with exonized ALUs (mostly 
inserted in opposite direction in �’UTR) was obtained by BLAST search through human 
Refseq mRNA database against ALU consensus sequence and the alignments with total 
score > 200 and E value < 10-50 were selected for analysis. The other set of genes included 
the potential targets of � types of miRNAs (hsa-mir-566; hsa-mir-619; hsa-mir-649) struc-
turally derived from ALU-sequences as followed from microTranspoGene database. The 
list of genes targeted by selected miRNAs was obtained on miRWalk server that provided 
the sum of target predictions by 6 tools including PITA, TargetScan, miRDB, miRanda, 
RNAhybrid and miRWalk (gene targets predicted by at least � tools were chosen). 

The overlap between targets of different miRNAs was found to be about 10% of full 
gene list and GO-enriched by ‘regulation of transcription’ and ‘protein phosphatase activi-
ty’. The fraction of the genes revealed in both gene lists (about 15% of each gene set) was 
GO-enriched for ‘G-coupled signaling’ and ‘membrane location’ that might be linked to 
direct interaction with ALU-derived miRNAs. Both the targets of selected miRNAs and 
the genes with exonized ALU region were found to be GO-enriched for ‘ATP synthesis’ 
and ‘catalytic activity’ (mostly hydrolase). GO comparison between two gene sets revealed 
miRNA-targets to be involved in cell communication, morphogenesis and nervous system 
development while the representatives of ALU-embedded mRNAs were linked with metal 
ion (mostly zinc) binding and transcription regulation. Further analysis could elucidate the 
role of ALU-derived regions in the regulation of cellular functions.

ДОПОВІДІ
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Для обеспечения высокого уровня аминокислотной специфичности аминоаци-
лирования тРНК ряд аминоацил-тРНК синтетаз (АРСаз) нуждается в механизмах 
узнавания и гидролиза характерных ошибочно синтезированных продуктов. Спе-
цифический гидролиз ошибочно синтезированных аминоацил-аденилатов, син-
тезировавшей их АРСазой, называется претрансферным редактированием, а гид-
ролиз готовых ошибочно синтезированных аминоацил-тРНК – посттрансферным 
редактированием. Пролил-тРНК синтетаза (ПроРС) прокариотического типа оши-
бочно узнаёт аланин и цистеин, а затем гидролизует содержащие остаток аланина 
продукты по претрансферному и посттрансферному механизмам. Претрансферное 
редактирование у этого энзима осуществляется непосредственно в аминоацили-
рующем активном центре, а посттрансферное – в активном центре специального 
редактирующего домена. Целью нашей работы было изучение структурных основ 
редактирующей активности ПроРС.

На основании существующей компьютерной модели комплекса ПроРС бак-
терии Enterococcus faecalis с аланил-тРНКPro в конформации посттрансферного ре-
дактирования был сделан ряд предположений о структуре активного центра ре-
дактирующего домена ПроРС. Для их проверки использовали сайт-направленный 
мутагенез (аланиновое сканирование) участка гена ПроРС, кодирующего редакти-
рующий домен. Так, была показана существенная роль аминокислотных остатков 
K279, G��1, I��� и H�66 для деацилирования аланил-тРНКPro, находящаяся в соот-
ветствии с компьютерной моделью. 

Мутантная форма ПроРС K279А практически лишена посттрансферной ре-
дактирующей активности. В то же время, в тесте на аланин-зависимый гидро-
лиз АТР ПроРС было показано наличие у этой мутантной формы высокого уров-
ня суммарного редактирования, что может свидетельствовать о тРНК-зависимом 
претрансферном редактировании. Эксперименты с 2′- и �′-дезокси А76 тРНКPro по-
казали критическую важность обеих гидроксильных групп �′-концевого аденозина 
тРНКPro как для посттрансферного, так и для предполагаемого тРНК-зависимого 
претрансферного редактирования. 

ПроРС аминоацилирует тРНК остатком пролина по �′-, но не по 2′-гидрок-
сильной группе. В то же время, отсутствие 2′-гидроксильной группы А76 приводит 
к полной потере тРНК-зависимой редактирующей активности ПроРС. Сопоставив 
полученные экспериментальные данные с компьютерной моделью, можно выдви-
нуть предположение об участии 2′-гидроксильной группы в переносе протона при 
гидролизе аланил-тРНКPro в редактирующем домене, либо в координировании, 
осуществляющей гидролиз, молекулы воды. 
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ВПлИВ МЕХаніЧноГо наПРУЖЕннЯ
У СПолУЧніЙ ТКанИні на інТЕнСИВніСТь
СИнТЕЗУ Та КонцЕнТРаціЮ БіоПоліМЕРіВ

МіЖКліТИнноГо МаТРИКСУ

БУЛАНКиНА Н. І., КОСТІНА Т. В., ПОНОМАРеНКО О. М.,
ЭЛь-ТА’АЛУ А. Б.

Харківський національний університет ім. В. Н. Каразіна, Україна;
e-mail: A.N.Ponomarenko@mail.ru

Регуляція властивостей сполучної тканини – еластичності, міцності, жорст-
кості та ін. – зумовлена постійною взаємодією між її клітинами та компонентами 
міжклітинного матриксу (МКМ), найважливішими з яких є протеїни (колаген, 
еластин) та конструкційні полісахариди – глікозаміноглікани (ГАГ). В свою чергу 
ця взаємодія відіграє важливу роль в адаптації тканин організму до дії зовнішніх 
чинників, в тому числі механічних напружень у сполучній тканині. 

Дослідження дії механічного навантаження, що вивчалося in vitro у дермі шкі-
ри �-місячних щурів, показало інтенсифікацію синтезу і, як наслідок, зростання 
концентрації колагену та еластину при значеннях механічних навантаженнях до 
0,12 МН/м2 (фізіологічний рівень). Концентрація колагену досягає максимуму при 
0,075 МН/м2 і залишається  незмінною до 0,12 МН/м2; у разі навантаження кон-
центрація еластину також досягає максимуму. Такі зміни забезпечують, очевид-
но, адаптивне збільшення міцності сполучної тканини. Внаслідок більших напруг 
концентрація обох протеїнів зменшується, що може бути пов’язано з розвитком у 
МКМ процесів деградації.

Механічне навантаження інтенсифікує синтез конструкційних ГАГ. Збільшен-
ня загальної кількості всіх типів ГАГ у шкірі за рахунок інтенсифікації їхнього 
синтезу спостерігається при напруженнях до 0,025 МН/м2. Більш високе напру-
ження викликає зменшення активності синтезу та падіння концентрації навіть 
нижче початкового рівня.

Співвідношення колаген/еластин зростає в області фізіологічних значень зов-
нішнього чинника і повертається до початкового рівня у разі подальшого зростан-
ня навантаження. Співвідношення колаген/сумарні ГАГ при всіх напруженнях, що 
вивчалися, продовжує зростати.

Таким чином, на відміну від синтезу ГАГ, підвищений рівень синтезу кола-
гену та еластину залишається активним у більш широкому діапазоні зростання 
механічної напруги. Це може бути важливим для забезпечення оптимальної струк-
тури та функцій МКМ в умовах дії механічної напруги.

Обговорюється значення змін окремих компонентів МКМ для функціонального 
стану сполучної тканини.
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СТРУКТУРа і БіолоГіЧна аКТИВніСТь
ліПоПоліСаХаРИДіВ ноВИХ

ВИДіВ ЕнТЕРоБаКТЕРіЙ

ВАРБАНеЦь Л. Д., БРОВАРСьКА О. С.,
шУБчиНСьКий В. В., СКОКЛюК Л. Б.

Інститут мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного НАН України, Київ;
e-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

rahnella aquatilis, budvicia aquatica і Pragia fontium – представники нових видів 
Enterobacteriaceae, які були відкриті і ідентифіковані в 1976–1979 рр., є дуже гете-
рогенним. Відомо, що склад і структура ліпополісахаридів (ЛПС), основних по-
верхневих антигенів клітин грамнегативних бактерій, є визнаним хемотаксоно-
мічним критерієм, який використовується для їхньої систематики. Тому метою 
роботи було виділити ЛПС та їхні структурні компоненти: ліпід А, олігосахарид 
кору, О-специфічний полісахарид (ОПС) з трьох штамів бактерій, ізольованих з 
різних джерел (питна вода, практично здорова людина, річна вода), хімічно їх оха-
рактеризувати, встановити структуру ОПС та вивчити наявність між ними сероло-
гічної спорідненності. Аналіз жирнокислотного складу показав, що домінуючою в 
ліпідах А всіх досліджуваних штамів є �-гідрокситетрадеканова кислота, водночас 
основними нейтральними моносахаридами олігосахаридів кору – галактоза і глю-
коза. Встановлення структур ОПС з використанням ЯМР-спектроскопії, а також 
методів хімічного і біохімічного аналізів показало, що ОПС r. aquatilis 95U00� 
побудований з розгалужених гексасахаридних ланцюгів, які включають 2 залишки 
галактопіранози, два залишки манопіранози і по одному залишку глюкопіранози 
і глюкуронової кислоти. Вперше описана структура ОПС P. fontium 97U116, яка 
представлена лінійним пентасахаридом, що включає 2 залишки рамнопіранози, 
1 залишок галактофуранози і 2 залишки N-ацетилглюкозаміна. Унікальною ви-
явилася структура ОПС b. aquatica 97U124, яка містить в своєму складі тільки 
глюкозу і гліцерин. Подібні структури є характерними для тейхоєвих кислот грам-
позитивних бактерій і надзвичайно рідко виявляються у представників грамне-
гативних бактерій. ЛПС всіх досліджуваних штамів у гомологічній системі про-
являють активність антигену, але не взаємодіють у гетерологічній. Це свідчить 
про відсутність у них загальних антигенних детермінант, тобто про належність 
досліджуваних штамів до різних серогруп. Вивченння таких ендотоксичних влас-
тивостей, як токсичність і пірогенність свідчить, що ЛПС досліджуваних штамів є 
мало токсичними і мало пірогенними.
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ВПлИВ КаліКСаРЕніВ на аТР-ГіДРолаЗні СИСТЕМИ 
ПлаЗМаТИЧноЇ МЕМБРанИ МіоМЕТРіЯ

ВеКЛІч Т. О., шКРАБАК О. А.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: veklich@biochem.kiev.ua

В останній час все більше уваги приділяється каліксаренам – макроцикліч-
ним сполукам, які отримують прецизійною циклоконденсацією пара-заміщених 
фенолів і формальдегіду. Каліксарени вивчаються як молекулярні платформи для 
дизайну сполук, здатних впливати на протікання біохімічних реакцій. Nа+,К+-АТР-
аза – транспортна система плазматичних мембран (ПМ), яка створює градієнт 
концентрації іонів Nа і К, залучена в різних тканинах до виконання різноманітних 
фізіологічних функцій. Для ПМ також властива наявність Mg2+-АТР-ази, фермен-
тативна активність якої значно перевищує активність інших АТР-аз, локалізованих 
в ПМ. Дана АТР-гідролазна активність виявляється у присутності мілімолярних 
концентрацій іонів Mg та АТР і притаманна клітинам різного типу тканин. Прий-
маючи до уваги, що каліксарени здатні впливати на перебіг біохімічних процесів, 
ми поставили перед собою за мету вивчити вплив деяких каліксаренів на Nа+,К+-
АТР-азну та Mg2+-АТР-азну активність у фракції ПМ.

Каліксарени були синтезовані член-кор. НАНУ В. І. Кальченком та його коле-
гами (ІОХ НАНУ).

В експериментах, виконаних на суспензії ПМ клітин міометрія, обробле-
них 0,1% розчином дигітоніну, досліджували інгібуючу дію каліксарену С-107 на 
Na+,K+-АТР-азну активність. Як виявилося, каліксарен С-107 (10-8–10-4 М) дозо-
залежно пригнічує активність Na+,K+-АТР-ази, практично не впливаючи на ак-
тивність Mg2+-АТР-ази. Величина уявної константи інгібування І0,5 становить 
�� ± 4 нМ, значення коефіцієнта Хілла nH складає 0,�8 ± 0,06. Крім цього калік-
сарен С-107, використаний у концентрації, яка відповідає значенню I0,5, істотно 
стимулює гальмівну дію уабаїну на питому активність Na+,K+АТР-ази. Адже да-
ний каліксарен в зазначених концентраціях інгібує АТР-азну активність приблиз-
но на 50%, а за умов сукупного використання уабаїну в концентрації, що також 
відповідає I0,5, з каліксареном Nа+,К+-АТР-азна активність становить близько 20% 
контрольної величини. Модельні сполуки – незаміщений по верхньому вінцю 
25,27-дипропоксикаліксарен (каліксарен С-150, суто каліксаренова “платформа”) 
(10-8–10-4 М) та сполука М-� (амінофосфонова група разом з фенольним фраг-
ментом) (10-6–4⋅10-� М) практично не впливають на досліджувані ферментативні 
системи. Каліксарен С-160, регіоізомер каліксарену С-107, (10-8–10-4 М) не впливає 
як на Na+,K+-АТР-азну, так і на Mg2+-АТР-азну активності у фракції сарколеми 
міометрія. Інгібувальний вплив каліксарену С-107 на Na+,K+-АТР-азну активність 
визначається взаємним розташуванням амінофосфонових груп саме у положеннях 
5,17 на протилежних фенольних фрагментах верхнього вінця молекули каліксаре-
ну, на відміну від каліксарену С-160, для якого є властивою локалізація цих груп 
у положеннях 5,11. Отже, просторова будова каліксарен-амінофосфонових кислот є 
суттєвою для прояву їхньої інгібувальної дії на Na+,K+-АТР-азну активність у ПМ 
гладеньком’язових клітин.
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Вищенаведені експериментальні дані можуть бути корисними у подальшому 
з’ясуванні мембранних механізмів іонного обміну у гладеньких м’язах, зокрема, 
під час вивчення ролі ПМ у забезпеченні електромеханічного спряження в них та 
контролю іонного гомеостазу в міоцитах.

Автори висловлюють подяку член-кор. НАНУ С. О. Костеріну (Інститут біохімії 
ім. О. В. Палладіна НАНУ) та член-кор. НАНУ В. І. Кальченку (ІОХ НАНУ) за 
обговорення експериментальних результатів.

ХаРаКТЕРні РИСИ нУКлЕоТИДноЇ
ПоСліДоВноСТі мікроРнК

ГАЛиЦьКий В. А.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: volha@biochem.kiev.ua

Недавно було виявлено, що динуклеотиди 5′-CG-�′ та тринуклеотиди 5′-CNG-�′ 
у послідовностях інтерферуючих РНК, зокрема miRNA (мікроРНК), зустрічаються 
достовірно значно частіше, ніж у середньому в геномі [Halytskiy, 2007]. Це дало 
підстави запропонувати механізм miRNA-залежного метилювання ДНК, який пе-
редбачає, що miRNA гібридизуються з ДНК-мішенями і викликають метилювання 
de novo залишків цитозину у тих сайтах мішеней, котрі виявились комплементарно 
зв’язаними з динуклеотидами 5′-CG-�′ та тринуклеотидами 5′-CNG-�′, що пере-
бувають у складі miRNA [Halytskiy, 2008]. Оскільки при посттранскрипційному 
сайленсингу має місце неповна взаємодія miRNA з РНК-мішенню, постало питан-
ня, чи також неповною є гібридизація  miRNA з ДНК. Відповідь на нього могло б 
дати, зокрема, встановлення характеру розподілу сайтів 5′-C(N)G-�′ у послідовності 
miRNA та відстаней між останніми. Виявлення характерних рис будови miRNA 
також необхідне для створення ефективних штучних інтерферуючих РНК.  

Нуклеотидні послідовності зрілих miRNA людини, миші, пацюка – загалом 
16�9 послідовностей – були отримані з бази даних miRBase, http://www.mirbase.
org/. Аналіз послідовностей проводили за допомогою програм для аналізу нуклео-
тидних текстів.

Для більшості позицій нуклеотидів у послідовності miRNA виявився харак-
терним достовірно значно вищий вміст гуаніну і значно нижчий – аденіну, ніж 
для геному загалом. У цілому для miRNA властивий відносно рівномірний роз-
поділ аденіну, урацилу, гуаніну та цитозину від 5′- до �′-кінця послідовності, за 
винятком різко підвищеної концентрації урацилу та різко зниженої концентрації 
гуаніну, а також цитозину у положенні 1-го нуклеотиду з 5′-кінця miRNA. Дана 
особливість пояснюється тим, що урацил, розташований у даній позиції, входить 
до складу seed-ділянок типу 7mer-1А та 8mer. Ще один еволюційно консерватив-
ний пік концентрації урацилу припадає на 9-ий нуклеотид.

Розподіл динуклеотидів 5′-CG-�′ демонструє наявністю еволюційно консерва-
тивних піків їхньої концентрації, що припадають на 10-ий, 16-ий та 21-ий нуклео-
тид. Окрім них, спостерігаються неконсервативні піки концентрації даних сайтів 
у ділянці нуклеотидів 2-�, 5-6, та 12-14. Розподіл тринуклеотидів 5′-CNG-�′ харак-
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теризується еволюційно консервативними піками концентрації, які припадають 
на 4-ий та 8-ий нуклеотид; також мають місце неконсервативні піки концентрації 
даних сайтів у ділянці нуклеотидів 6, 11-1� та 17-19.  Таким чином, не всі піки 
розподілу сайтів 5′-C(N)G-�′ локалізуються у межах якоїсь одної області miRNA, 
зокрема seed-ділянки, і це означає, що при miRNA-залежному метилюванні ДНК 
з послідовністю-мішенню гібридизується уся молекула miRNA, а не якась окрема 
її частина.

Картина локалізації динуклеотидів 5′-GC-�′ характеризується наявністю кіль-
кох еволюційно консервативних піків, особливо вираженим з яких є пік, що при-
падає на нуклеотиди 5-7 – концентрація сайтів 5′-GC-�′ в його межах у кілька разів 
перевищує середній рівень у геномі. Даний пік, а також пік у ділянці �-го нук-
леотиду розташовуються у межах seed-ділянки, що, найімовірніше, вказує на роль 
динуклеотидів 5′-GC-�′ у забезпеченні стійкості взаємодії seed-ділянки miRNA з 
РНК-мішенню при посттранскрипційному сайленсингу. Інші піки концентрації 
сайту 5′-GC-�′ локалізуються на �′-кінці послідовності miRNA і не є високими; 
можливо, вони відіграють певну роль у забезпеченні вищої термодинамічної ста-
більності �′-кінця молекул miRNA у порівнянні з 5′-кінцем, що є важливою для 
правильного розплітання дволанцюгового попередника miRNA у комплексі RISC.

Близько половини miRNA містять у своєму складі 2 або більше сайтів 
5′-C(N)G-�′. Відстань між ними в більшості випадків становила 1 або �-9 нук-
леотидів. Це означає, що сусідні сайти 5′-C(N)G-�′, як правило, розташовуються в 
межах 1 витка подвійної спіралі.

МЕХаніЗМ РЕГУлЯціЇ ШВИДКоСТі РУЙнУВаннЯ
ФіБРИноВИХ ЗГУСТКіВ

ГРиНеНКО Т. В. 

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: grinenko@biochem.kiev.ua

Мета роботи – з’ясувати механізм регуляції швидкості гідролізу полімерного 
фібрину плазміном за участі різних доменів молекули ензиму.

На основі великого експериментального матеріалу, отриманого автором, сто-
совно взаємодій Глу- та Ліз-форм плазміногену, що мають різну конформацію, та 
фрагментів молекули плазміногену, що містять різні кринглові домени, з фібри-
ногеном, мономерним та полімерним фібрином, частково деградованим фібрином, 
фрагментами Х, У, Д та Е фібриногену; активації плазміногену тканинним актива-
тором; визначення швидкості гідролізу полімерного фібрину на модельних системах 
було встановлено участь певних доменів некаталітичної частини молекул плазмі-
ногену/плазміну на різних етапах фібринолітичного процесу, доменну локалізацію 
та відповідність центрів комплексоутворення молекул ензиму та субстрату і перебіг 
подій, що мають місце під час утворення та руйнування фібринових згустків. Під 
час полімеризації на поверхні фібрил експонуються центри взаємодії з плазміноге-
ном, комплементарні ліганд-зв’язувальним ділянкам крингла п’ятого (один центр 
на 10–20 фібрин-мономерних одиниць). Глу-плазміноген на фібрині переходить у 
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частково відкриту конформацію, що обумовлює його активацію тканинним акти-
ватором і початок гідролізу. На стадії утворення Х-полімеру в αС-доменах фібрину 
формуються нові центри взаємодії з Глу-плазміногеном. Проензим, зв’язуючись з 
ними кринглом четвертим, переходить у повністю відкриту витягнуту у просторі 
конформацію, що забезпечує його взаємодію кринглом 1–� з відповідними центра-
ми Е або Д доменів молекул фібрину тієї самої або суміжних протофібрил. Перехід 
на них вивільняє новоутворені центри для наступних молекул. У такий спосіб від-
бувається підвищення локальної концентрації плазміногену.

Запропоновано механізм регуляції швидкості руйнування фібринового згустку, 
згідно якому зміна конформації плазміногену у разі взаємодії з новими плазмі-
ноген-зв’язувальними центрами, що утворюються на початкових етапах гідролізу, 
приводить до збільшення локальної концентрації проензиму та швидкості його 
активації, внаслідок чого згусток швидко руйнується плазміном. 

лИПИДнЫЕ ПЕРЕСТРоЙКИ В КлЕТоЧнЫХ
МЕМБРанаХ ВоДоРоСлЕЙ ПРИ ДЕЙСТВИИ

ИоноВ цИнКа И СВИнца

ГРУБиНКО В. В., КОСТюК К. В.

Тернопольский национальный педагогический университет, Украина;
e-mail: v.grubinko2@yahoo.com

Исследовали индуцируемые ионами металлов (Zn2+ – 1,0 и 5,0 мг/дм�; Pb2+ – 0,1 
и 0,5 мг/дм�, соответственно 1 и 5 ПДК; 1-14 суток) изменения липидного соста-
ва мембран водорослей: chlorellа vulgaris Beijer., Elódea canadénsis и Lémna minor L. 
Клеточные мембраны выделяли по Финдлею и Эвансу. Липиды после экстрагиро-
вания разделяли хроматографически.

Общее содержание липидов в мембранах у всех водорослей возрастает как по 
мере увеличения концентрации металлов до 5 ПДК, так и с увеличением времени 
действия до 7 сут. У хлореллы накопление липидов максимально при действии 
свинца (в 2 раза выше контроля на �–7 сут.). Доминирующими являются триацил-
глицеролы (ТАГ) и фосфолипиды (ФЛ). Содержание ТАГ у водорослей по сравне-
нию с другими липидами выше в 1,5-2 раза. Действие ионов цинка увеличивает 
их накопление в клетках хлореллы более чем в 2 раза, элодеи – � раза, ряски – 
1,5 раза. Максимальное увеличение выявлено на 7 сут. У хлореллы ионы цинка 
и свинца в обеих концентрациях увеличивают содержание ДАГ практически в 
2 раза. Максимальное накопление ДАГ при действии ионов цинка наблюдается на 
7-е сут., а свинца – на �-и. 

Уровень диацилглицеролов (ДАГ) и неэтерифицированных жирных кислот 
(НЭЖК) также возрастает. Динамика накопления НЭЖК у хлореллы при дейст-
вии обеих металлов близка к таковой других классов липидов. Ионы цинка сти-
мулируют накопление кислот в 2 раза на 7-е сут. Действие свинца стрессовое, по-
скольку содержание НЭЖК относительно контроля возрастает на 80% (0,5 мг/дм�) 
уже в течение первых суток. В отличие от хлореллы, у ряски и элодеи содержание 
НЭЖК возрастает как по мере увеличения концентрации металлов, так и от време-
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ни действия. Чем агрессивнее токсикант, тем больше масcа накапливаемых липи-
дов. Поскольку между классами липидов существует метаболическая взаимосвязь, 
то соотношение ТАГ : ДАГ : ФЛ : НЕЖК также изменяется линейно. Соотношение 
липидов при интоксикации изменяется в сторону ТАГ и ФЛ, которые при повреж-
дении клеток тяжелыми металлами являются основными адаптивными формами. 

Полученные результаты согласуются с наблюдаемым в мембранах водорослей 
феноменом восстановления их структурно-функциональной целостности со вре-
менем после первичного повреждения токсикантами, вследствие уникального яв-
ления, индуцируемого токсикантами, – образованием в клетках «вторичных кон-
центрических мембран».

ФИлоГЕнЕТИЧЕСКИЙ СИГнал В ГЕнЕ
МИТоХонДРИальноЙ цИТоХРоМоКСИДаЗЫ

У ПРЕДСТаВИТЕлЕЙ СЕМЕЙСТВа Zygaenidae 

еФеТОВ К. А., КиРСАНОВА А. В., ЛАЗАРеВА З. С.,
ПАРшКОВА е. В.

Крымский государственный медицинский университет, Симферополь, Украина;
е-mail: konst@efetov.crimea.ua

Ранее было установлено, что фрагмент митохондриального гена цитохромокси-
дазы I длиной 658 нуклеотидных пар позволяет различить до 95% видов во многих 
группах живых организмов. Цель нашей работы – определение нуклеотидной пос-
ледовательности этого участка гена у представителей семейства Zygaenidae, а также 
оценка возможности использования этих данных для идентификации биологичес-
ких видов и выяснения их филогенетических взаимоотношений. 

Нуклеотидные последовательности определены у 178 особей пятидесяти трех 
биологических видов, из которых 144 экземпляра (41 вид) относятся к подсемейст-
ву Procridinae, а �4 экземпляра (12 видов) – к подсемейству Zygaeninae.

В подавляющем большинстве случаев продемонстрирована высокая видовая 
специфичность изученных нуклеотидных последовательностей. Так, подтвержде-
на обособленность видов Zygaenoprocris efetovi, Z. hofmanni и Z. chalcochlora. В то 
же время, у некоторых видов, хорошо отличающихся морфологически, например 
Jordanita graeca, J. chloros и J. globulariae, не обнаружены фиксированные различия 
по гену цитохромоксидазы I. 

Почти все исследованные виды образуют изолированные генетические клас-
теры с низкой степенью внутривидовых вариаций и высоким уровнем межвидовой 
дивергенции, что свидетельствует о наличии филогенетического сигнала в гене 
цитохромоксидазы I. 

Исследованием ДНК подтверждена монофилия рода rhagades, а также подро-
дов Molletia (род Zygaenoprocris), Procriterna и tarmannita (род Adscita), tremewania и 
roccia (род Jordanita), что согласуется с ранее выдвинутой гипотезой (Efetov, 2004), 
основанной на изучении протеинов гемолимфы, морфологических и биологичес-
ких признаков. 
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Полученные молекулярные данные также служат дополнительным доказатель-
ством идеи, выдвинутой одним из авторов (Efetov, 2005), о филогенетической бли-
зости родов Illiberis, rhagades и theresimima. 

Таким образом, впервые для многих представителей семейства Zygaenidae пока-
зана видоспецифичность нуклеотидных последовательностей митохондриального 
гена цитохромоксидазы I, а также обнаружен филогенетический сигнал, характе-
ризующий взаимоотношения таксонов родового ранга. 

ADHESIVE ORGANELLES OF GRAM-NEGATIVE
PATHOGENS ASSEMBLED WITH THE СHAPERONE/USHER 

MACHINERY: STRUCTURE AND FUNCTION
FROM A CLINICAL STANDPOINT

ZAV’yALoV V. P.

University of turku, Finland;
Kherson State University, Ukraine;

e-mail: vlazav@utu.fi

This report summarizes the current knowledge on the structure, function, assembly 
and biomedical applications of the fibrillar adhesive organelles assembled on the surface 
of Gram-negative pathogens via the chaperone/usher pathway.

X-ray crystallography and scanning calorimetry is used.
High-resolution structures of the capsular minifibers of yersinia pestis, the causative 

agent of bubonic and pneumonic plague, demonstrated at the first time that yersinia pestis 
capsule is made of linearly polymerized subunits and exploit the principle of donor strand 
complementation for polymerization (Zavialov A. et al., 200�). A comparison of the chape-
rone bound and fiber conformation of Caf1 subunits (Zavialov A. et al., 200�) together 
with calorimetric studies (Zavialov A. et al., 2005) allowed discovering that fiber formation 
is driven by the chaperone-preserved folding energy of subunits. The three-dimensional 
structure of adhesin subunits bound to host-cell receptors and the final architecture of 
adhesive organelles revealed two functional families of the organelles, respectively, pos-
sessing polyadhesive and monoadhesive binding (Zavialov A. et al., 2007; Zav’yalov V. et 
al. 2010). Polyadhesins are encoded exclusively by the gene clusters of the gamma�- and 
kappa-monophyletic groups, respectively, while gene clusters belonging to the gamma1-, 
gamma2-, gamma4-, and pi-fimbrial clades exclusively encode monoadhesins (Zav’yalov V. 
et al. 2010).

Polyadhesive binding possesses an advantage over monoadhesive binding because it 
would result in formation of more powerful and tight contact between the pathogen and 
the host cell and it may lead to a massive aggregation of the receptors. This subsequently 
would trigger subversive signals directed to mislead functions of host cells, in particular, 
the cells of immune system. The adhesive organelles that are represented by the linear 
polymers of hundreds to thousands of subunits have a huge potential for cross-linking of B 
cell receptors and stimulation of antibody production. They are specific and very powerful 
surface antigens typical only of pathogenic strains. Therefore, they are promising candi-
dates for the development of vaccines against Gram-negative infections and their medical 
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diagnosis. The recently solved structure of the usher translocator pore of the twinned-pore 
translocation machinery creates a ground for a rational design of a new generation of an-
timicrobials.
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(2�55�8) and a grant from the Academy of Finland (112900).

ВТоРИЧнаЯ СТРУКТУРа КоМПлЕКСноГо
ПолИ(а)-СИГнала про-мРнК ВИРУСа

ИММУноДЕФИцИТа ЧЕлоВЕКа

ЗАРУДНАЯ М. и., ПОТЯГАйЛО А. Л., КОЛОМиеЦ и. Н.,
ГОВОРУН Д. Н.

институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины, Киев;
e-mail: m.i.zarudna@imbg.org.ua

Вторичная структура поли(А)-сигнала про-мРНК эукариот и их вирусов кри-
тична для узнавания протеиновыми факторами аппарата полиаденилирования. 
Известно, что гексамер AAUAAA в про-мРНК вируса иммунодефицита человека 
(ВИЧ-1) расположен в верхней части шпильки polyA длиной 45 нт и частично 
вовлечен в двойную спираль. Вторичные структуры «нижнего» элемента (DSE, 
downstream sequence element) поли(А)-сигнала про-мРНК ВИЧ-1 и вспомогатель-
ного «верхнего» элемента (USE, upstream sequence element), существенных для эф-
фективного полиаденилирования, не определены.

Цель настоящей работы состояла в исследовании структуры комплексного 
поли(А)-сигнала про-мРНК ВИЧ-1 с помощью моделирования вторичной структу-
ры РНК и филогенетического анализа. Первичные последовательности про-мРНК 
ВИЧ-1, включающие поли(А)-сигнал, выбирались из ГенБанка. Вторичную струк-
туру предсказывали с помощью программы mfold Дзукера.

Впервые показано, что «нижний» элемент поли(А)-сигнала про-мРНК ВИЧ-1 
расположен в апикальной петле шпильки длиной 26 нт, которую мы назвали 
шпилькой DSE, а вспомогательный «верхний» элемент расположен в апикальной 
петле шпильки длиной 19 нт, которую мы назвали шпилькой USE. Представле-
на модель вторичной структуры комплексного поли(А)-сигнала про-мРНК ВИЧ-1, 
включающая 4 шпильки – USE, TAR, polyA и DSE. Шпилька TAR (trans-acting 
responsive), необходимая для стимулирования элонгации транскрипции провирус-
ной ДНК, непосредственно не участвует в процессе полиаденилирования, но она 
является важным структурным элементом сигнала.

Модель подтверждена предсказанием вторичной структуры соответствующей 
области для более чем 400 изолятов ВИЧ-1 разных субтипов. Найдены наиболее 
часто встречающиеся мутации в каждой шпильке комплексного поли(А)-сигнала 
для изолятов разных субтипов.

Кроме того, впервые представлена модель вторичной структуры �′-конца �′-не-
транслируемой области про-мРНК ВИЧ-1. Сделан вывод о том, что «нижний» 
элемент поли(А)-сигнала доступен для протеиновых факторов аппарата полиаде-
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нилирования не только сразу после транскрипции шпильки DSE, но и до конца 
транскрипции провирусной ДНК.

МолЕКУлЯРна ДИнаМіКа МіоЗИнУ іі

КАНІБОЛОЦьКий Д. С.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: kanibolotsky@univ.kiev.ua 

Методом моделювання молекулярної динаміки з використанням пакету про-
грам Gromacs 4.0.5. досліджені конформаційні перетворення голівки міозину II 
слизовика Dictyostelium discoideum за умов переходу з рігорної у пост-рігорну кон-
формацію. В якості вихідної структури протеїну взятий файл з банку даних 1q5g. 
В активний центр моделі протеїну розміщені молекула АТР та іон магнію. Модель 
протеїну розміщували у віртуальний бокс у формі зрізаного октаедру так, щоб від-
стань від протеїну до стінок боксу не перевищувала 1 нм. Бокс заповнювали мо-
делями молекул води SPC. Мінімізацію енергії системи здійснювали почерговим 
застосуванням алгоритмів «скоріший спуск» та «кон’югований градієнт». Врівно-
важення молекул розчинника проводили 500 пс, у цьому разі атоми протеїну були 
прив’язані до своїх вихідних координат. Інтегрування рівняння руху здійснювали 
з кроком 2⋅10–15 с. Для електростатичних взаємодій встановлена границя 0,9 нм, 
тоді як для ван-дер-ваальсових взаємодій встановлена подвійна границя: взаємодії 
на відстані до 0,9 нм враховувалися на кожному кроці інтегрування, а на відстані 
від 0,9 до 1 нм – на кожному десятому кроці. Електростатичні взаємодії за межа-
ми встановленої границі враховували згідно алгоритму PME. Температуру та тиск 
підтримували рівними  29� К та 1 атм. Після врівноваження молекул розчинника 
проводили додаткову мінімізацію енергії системи. Основне моделювання молеку-
лярної динаміки здійснювали з тими ж параметрами, що і врівноваження розчин-
ника, за винятком обмеження координат атомів протеїну та контролю тиску. Ко-
ординати записували у вихідний файл траєкторії через кожну пікосекунду. Під час 
динаміки спостерігається відкривання щілини зв’язування актину, вирівнювання 
центрального β-складчастого шару, збільшення відстані між «перемикачем 1» (амі-
нокислотні залишки Lys229-Asn2�5) та «перемикачем 2» (Ile455-Ser465), що супро-
воджується розривом сольового містка між Arg2�8 та Glu459, а також зменшення 
відстані між «перемикачем 1» та петлею P (Gly179-Gly184). Таким чином, мають 
місце часткові закривання «перемикача 1» і петлі Р та відкривання «перемикача 2», 
що свідчить про рухи у бік конформаційного переходу від рігорної до пост-рігор-
ної структури міозину. Також виявлено значну конформаційну рухливість релейної 
петлі (Lys498-Phe506), конвертерного субдомену (Asn694-Gly749) та «хвоста» міози-
ну (α-спіраль після Gln750). Висока рухливість цих частин протеїну важлива для 
подальшого переходу від пост-рігорної конформації до конформації перед силовим 
ходом.
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РаСТИТЕльнЫЕ ГоМолоГИ ПРоТЕИнКИнаЗЫ MAST2, 
аССоцИИРоВанноЙ С МИКРоТРУБоЧКаМИ

1КАРПОВ П. А., 1еМеЦ А. и., 2,3НАДежДиНА е. С.,
3БРЯНЦеВА С. А., 1БЛюМ Я. Б.

1институт пищевой биотехнологии и геномики НАН Украины, Киев;
2институт белка РАН, Москва, Россия;

3Московский государственный университет
им. М. В. Ломоносова, Россия;
e-mail: karpov.p.a@gmail.com

Ассоциированные с микротрубочками серин-треониновые протеинкиназы 
группы МАSТ (МАSТ1, МАSТ2, МАSТ�, МАSТ4, МАSТL) играют важную роль 
в регуляции микротрубочек и клеточного цикла у животных. Несмотря на это, их 
растительные гомологи оставались неизвестными до недавнего времени, поэтому 
целью настоящего исследования являлся поиск растительных гомологов животных 
протеинкиназ MAST2.

BLASTp-сканирование базы данных UniProt против последовательности ка-
талитического комплекса (каталитический - S_TKc и вспомогательный – S_TK_x 
домены) выявило �4 потенциальных растительных гомолога протенкиназы MAST2: 
5 из Vitis vinifera, 7 из Arabidopsis thaliana, 6 из oriza sativa ssp. japonica, 2 из o. sativa 
ssp. indica, 1 из Medicago truncatula, 4 из Physcomitrella patens ssp. рatens, 5 из Populus 
trichocarpa, 1 из Zea mays, � из ricinus communis. Анализ доменной архитектуры 
подтвердил наличие в их  структуре характерного для MAST-киназ дополнитель-
ного S_TK_x домена. Результаты профильного выравнивания и данные кладисти-
ческого анализа показали, что ближайшими растительными гомологами MAST2 
человека являются протеины с неизвестной функцией из V. vinifera (NCBI Reference 
Sequence: XP_002282958.1 и GenBank: CAN61876.1) и из P. balsamifera ssp. trichocarpa 
(NCBI Reference Sequences: XP_002�11675.1 и XP_002�020�6.1). С помощью метода 
гомологичного моделирования была реконструирована пространственная струк-
тура и построена трехмерная модель каталитического домена XP_002282958.1 из 
V. vinifera, названного нами GMLK (Grape MAST2-Like Kinase). Фитинг структур 
подтвердил высокое сходство каталитических доменов MAST2 человека и GMLK, 
а также консервативность их функционально важных остатков и мотивов.

На основании результатов биоинформационного поиска была клонирована со-
ответствующая кДНК из листьев винограда сорта Пино Нуар, и было показано 
практически полное соответствие аминокислотной последовательности предска-
занного продукта и GMLK. В кДНК было обнаружено 7 точечных замен нук-
леотидов, приводящих к 4 точечным заменам аминокислот, не входящих в состав 
функционально важных положений каталитического домена. Продукт экспрессии, 
меченый GFP, достаточно равномерно распределялся по цитоплазме и ядру кле-
ток линии Vero, которые в своем большинстве не утрачивали жизнеспособности 
и способности к делению, сохраняя при этом, как правило, систему микротрубо-
чек, идентичную контролю. Известно, что гетерологичная экспрессия MAST205 
в клетках животных приводит к полноценному функционированию этой киназы 
(PMID: 16159897), одако при условии наличия киназного домена. Делеция же ки-
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назного домена или доминант-негативная мутация в гене, кодирующем MAST205, 
нарушает ее функциональную активность. Соответственно, в гетерологичных кле-
точных системах функции протеина из V. vinifera могут реализовываться посред-
ством механизма зависимого от фосфорилирования.

Таким образом, нами впервые было доказано существование у высших расте-
ний ортологов животных протеинкиназ MAST2, а также представлены биоинфор-
мационные, структурно- и молекулярно-биологические доказательства возможной 
гомологии их функции.

СоЗДанИЕ И ИССлЕДоВанИЕ СВоЙСТВ
ИнГИБИТоРоВ ФУРИна

КиБиРеВ В. К., ОСАДчУК Т. В.

институт биоорганической химии и нефтехимии НАН Украины, Киев;
e-mail: kibirev@bpci.kiev.ua

Фурин (КФ �.4.21.75) – наиболее изученная и охарактеризованная кальций-
зависимая внутриклеточная сериновая эндопротеиназа животных, относящаяся к 
семейству пропротеинконвертаз (ПК) – гомологична с субтилизином бактерий. 
Благодаря ограниченному расщеплению своих субстратов по пептидной связи, 
находящейся после пары положительно заряженных остатков аминокислот (-Arg-
Arg- или -Lys-Arg-) на участке –Arg-X-Lys/Arg-Arg-↓, энзим играет первостепенную 
роль в эмбриогенезе, гомеостазе и других физиологических процессах. Он также 
участвует в развитии ряда патологических состояний, например, вирусных и бак-
териальных заболеваний и таких патологий, как метастазирование, рак, болезнь 
Альцгеймера и т.д. Поэтому энзим рассматривается как важнейшая мишень для  
синтеза соответствующих ингибиторов и создания на их основе новых лекарствен-
ных препаратов. 

Для фурина идентифицировано несколько эндогенных протеиновых ингиби-
торов и созданы биоинженерные аналоги на основе третьего домена овомукоида 
индюка, α2-макроглобулина, α1-антитрипсина и элгина С. 

Синтетическими необратимыми ингибиторами фурина являются пептидил-
хлорметилкетоны. Например, Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-CO-CH2-Cl – весьма ак-
тивный, но неспецифический ингибитор фурина, блокирует  расщепление энзимом 
ВИЧ gp160. Синтезированы также обратимые ингибиторы пептидной и псевдо-
пептидной природы аналоги пропептида фурина и других ПК с модификацией 
расщепляемой –CO-NH-связи на кетометиленовую или аминометиленовую связь. 
Созданы пептиды, на С-конце которых присутствуют непротеиногенные амино-
кислоты (например, Phenylacetyl-Arg-Val-Arg-4-amidinobenzylamide), содержащий 
в Р1 миметик аргинина. Обратимыми ингибиторами фурина являются полиар-
гинины, среди которых наиболее эффективным оказался нона-D-аргининамид, 
защищающий клетки RAW 264.7 от сибирской язвы. Известны также непептидные 
ингибиторы: незаряженный андрографолид, выделенный из Andrographis paniculata, 
и его производные; ряд производных пиридина, способных давать комплексы с 
ионами меди или цинка, а также производные 2,5-дидезоксистрептамина или ди-
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кумарола. По нашим данным ингибиторами фурина являются также гликозили-
рованные производные флавоноидов, которые не содержат в молекуле групп с по-
ложительным зарядом, но ингибируют энзим конкурентно.

ЯК МЕМБРаноЗВ’ЯЗанИЙ цИТоХРоМ Р-450 2Е1 СТаЄ 
ДоСТУПнИМ ДлЯ цИТоЗольноЇ ПРоТЕоСоМИ?

КІТАМ В. О., МАКСиМчУК О. В., РОСОХАЦьКА І. В.,
чАЩиН М. О.

Інститут молекулярної  біології та генетики НАН України, Київ;
e-mail: v.o.kitam@gmail.com

Цитохром Р-450 2Е1 (CYP2E1) належить до надродини гемвмісних цитохром 
Р-450-монооксигеназ, які здійснюють окислення ендогенних та екзогенних сполук 
в клітинах. Молекула цього ензиму має форму піраміди, яка своєю основою завдя-
ки гідрофобному N-кінцю асоційована з мембраною ендоплазматичного ретику-
луму. Показано, що низькомолекулярні гідрофобні сполуки – субстрати CYP2E1 
потрапляють до активного центру ензиму через канал, вхід до якого розташова-
но біля мембрано-асоційованого домену протеїну. Одним з головних механізмів 
регуляції внутрішньоклітинного вмісту CYP2E1 є посттрансляційна стабілізація 
його молекули субстратами та лігандами. Вважається, що останні, зв’язуючись з 
ензимом, дещо змінюють та стабілізують його структуру і таким чином захищають 
від впізнавання та розщеплення протеазами. Разом з цим шляхи, за якими здійс-
нюється протеосомна деградація CYP2E1, залишаються нерозкритими. Вважають, 
що у цих процесах задіяні протеїни теплового шоку, зокрема Hsp90. Але як відбу-
вається взаємодія мікросомного цитохрому Р-450 2Е1 із цитозольним шапероном 
Hsp90 залишається невідомим. Не з’ясовано також, як мембранозв’язаний цитохром 
Р-450 2Е1 стає доступним для цитозольної протеосоми. Для моделювання про-
цесів взаємодії цитохрому Р-450 2Е1 з Hsp90 нами було використано комп’ютерні 
методи докінгу та молекулярної динаміки. Серед декількох отриманих в резуль-
таті докінгу комплексів “СYP2E1/ Hsp90” було відібрано один з максимальною 
енергією зв’язування (ΔGзв. = -800 кДж/моль) та найбільшою площею контак-
ту (S = 1928 Ǻ2) між досліджуваними протеїнами. В ході молекулярної динаміки 
цього комплексу спостерігалось збільшення площі контакту між протеїнами (до 
S = 25�6 Ǻ2). У цьому разі показано, що Hsp90 може екранувати гідрофобну части-
ну молекули СYP2E1 та закривати розташований поруч вхід до каналу активного 
центру. Як наслідок це може, по-перше, запобігати зв’язуванню субстратів з ензи-
мом, а по-друге – зменшувати гідрофобність останнього.  

Таким чином запропоновано модель взаємодії СYP2E1 з Hsp90, згідно з якою 
останній перешкоджає субстратній стабілізації цитохрому та сприяє його протео-
сомній деградації. Показано, що комплекс Hsp90 з СYP2E1 є менш гідрофобним, 
ніж вільний цитохром Р-450 2Е1, що дозволяє йому дисоціювати від мембрани та 
переміщуватись до цитоплазми. Завдяки цьому CYP2E1 може ставати доступним 
для дії цитозольних протеаз.
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Роль ПоХіДнИХ ПРоТРоМБінУ В ФоРМУВанні 
ТРоМБоцИТаРноГо Та ФіБРИноВоГо ТРоМБУ

КОРОЛьОВА Д. С., ГОРНиЦьКА О. В., ПЛАТОНОВА Т. М. 

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: d.korolova@gmail.com

Домінуючий шлях утворення тромбіну протікає через стадію мезотромбіну. 
Мезотромбін містить активний центр і водночас зберігає доменну будову протром-
біну, що забезпечує його зв’язування з мембранами клітин. За механізмом нега-
тивного зворотного зв’язку протромбін гідролізується тромбіном до претромбіну-1, 
що є функціонально неактивною формою протромбіну, але взаємодіє з ліганда-
ми тромбіну за рахунок нативного екзосайту І. Як мезотромбін так і претромбін-
1 можуть існувати у кровотоці in vivo, проте їхня роль у гемостазі залишається 
нез’ясованою. Тому метою нашої роботи було вивчення впливу мезотромбіну та 
претромбіну 1 на судинно-тромбоцитарну ланку гемостазу, зокрема, їх ролі в фор-
муванні тромбоцитарного та фібринового тромбів. 

Нами вперше розроблено метод отримання мезотромбіну, придатного для 
використання в модельних системах in vitro, який полягає в активації протром-
біну іммобілізованим екамуліном – активатором протромбіну з отрути Echis 
multisquamatis – за присутності бензамідину.

У модельних системах in vitro показано, що мезотромбін здатен ініціювати 
фібриноутворення, тоді як претромбін 1 не викликає формування фібринового 
згустку.

Вперше показано, що мезотромбін підвищує ступінь агрегації сенсибілізова-
них тромбоцитів, позбавлених компонентів плазми крові. Мезотромбін також зда-
тен викликати агрегацію тромбоцитів у збагаченій тромбоцитами плазмі крові лю-
дини. З’ясовано, що мезотромбін стимулює, а претромбін 1 дозозалежно пригнічує 
АDР-, колаген- та адреналін-індуковану агрегацію тромбоцитів. 

Отже, ефект мезотромбіну та претромбіну-1 на коагуляційну ланку гемостазу є 
різноспрямованим: мезотромбін сприяє залученню тромбоцитів до процесу тром-
боутворення та сприяє формуванню фібрино-тромбоцитарного тромбу, а претром-
бін-1 пригнічує вторинну агрегацію тромбоцитів. Таким чином, похідні протром-
біну можуть забезпечувати додаткові механізми регуляції системи гемостазу.
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аналіЗ Та ХаРаКТЕРИСТИКа ПоТЕнціЙнИХ 
ПУХлИноаСоціЙоВанИХ анТИГЕніВ МЕДУлЯРноЇ 

КаРцИноМИ МолоЧноЇ ЗалоЗИ

1,2КОСТЯНеЦь О. І., 1МАЛючиК С. С., 2ДеМІДОВ С. В.,
1ФІЛОНеНКО В. В., 3ГУТ І. Т., 1КІЯМОВА Р. Г.

1Інститут молекулярної біології та генетики НАН України, Київ;
2Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;

3University college London, UK
e-mail: kostjanez@ukr.net

У разі неопластичної трансформації у клітині відбувається ряд значних змін, 
які проявляються у появі нових антигенних властивостей малігнізованих клітин, 
що значною мірою визначаються антигенами клітинної поверхні, які можуть ін-
дукувати гуморальну та клітинну імунну відповідь в організмі господаря. Імунна 
система продукує аутоантитіла до протеїнів, які мутовані, мають неправильну ук-
ладку, надекспресовані і аберантно локалізовані в пухлинних клітинах. Ці аутоан-
титіла та їхні аберантні мішені можуть виступати як молекулярні сигнатури пух-
лин, тому вони можуть бути використані для імунотерапії та діагностики раку.

Метою нашого дослідження було ідентифікувати і охарактеризувати за допо-
могою SEREX-підходу (Serological expression of recombinantly expressed clones) нові 
пухлинні антигени медулярної карциноми молочної залози (МКМЗ), яка сильно 
інфільтрована лімфоцитами, що може говорити про присутність специфічних ан-
тигенів на поверхні пухлинних клітин.

Для ідентифікації пухлиноасоційованих антигенів медулярної карциноми мо-
лочної залози нами було модифіковано SEREX-метод для створення кДНК бібліо-
теки виснаженої проти генів імуноглобулінів, оскільки сильна інфільтрація цієї 
пухлини лімфоцитами унеможливлює використання стандартної SEREX-методо-
логії для пошуку пухлинних антигенів, через дуже високий відсоток IgG позитив-
них клонів у генерованій бібліотеці. За допомогою первинного скринінгу бібліоте-
ки аутологічною сироваткою було ідентифіковано 89 позитивних клонів, 59 з яких 
було підтверджено у разі вторинного скринінгу. Секвенування та біоінформатич-
ний аналіз ідентифікованих клонів виявив, що вони відповідають 41 гену, 9 з яких 
були представлені кількома клонами. 

За залученням протеїнових продуктів ідентифікованих нами генів у різні біо-
логічні процеси ми розділили їх умовно на кілька груп, серед них протеїни, що 
беруть участь у процесах транскрипції, трансляції, репарації, трансдукції сигналу 
у клітині, клітинній адгезії, фолдингу протеїнів та ін. Слід зазначити, що 14 з 
виявлених нами генів раніше вже було ідентифіковано і заявлено іншими дослід-
никами, які працюють з SEREX-методикою, при скринінгу кДНК з різних типів 
пухлин, у тому числі з карциноми молочної залози. Аналіз літературних джерел 
дозволив нам виявити, що протеїни 5-ти генів мають імуномодулюючі властивості, 
зокрема впливають на функціональну активність макрофагів, експресію цитокінів 
та активацію Т-клітин. Ми не виключаємо, що можливо, їхня експресія зумовлює 
таку високу лімфоцитарну інфільтрацію МКМЗ, яка зумовлює хороший прогноз 
для пацієнтів, у порівнянні з іншими типами пухлин молочної залози. 
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Гетерологічний скринінг ідентифікованих сироватками хворих клонів на меду-
лярну карциному молочної залози та здорових донорів дозволив виявити 8 потен-
ційних пухлинних антигенів, які у подальшому будуть проаналізовані у широко-
масштабному алогенному скринінгу сироватками хворих з різними гістологічними 
типами раку молочної залози. Це дозволить відібрати антигени, що можуть бути 
використані для імунотерапії та діагностики раку молочної залози.

ДЕФоРМоВана КліТИна СПолУЧноЇ ТКанИнИ – ланКа 
ПЕРЕДаЧі СИГналУ і СТРУКТУРно-ФУнКціональні 

ВлаСТИВоСТі МолЕКУл, Що СИнТЕЗУЮТьСЯ

КОТ ю. Г., ПеРСьКий Є. е., ФАЛьчеНКО К. В.

Харківський національний університет ім. В. Н. Каразіна, Україна;
e-mail: epersky@list.ru

Зміна форми клітин сполучної тканини – важлива сторона їхньої життєдіяль-
ності. Це викликає перерозподіл механічних напружень у клітинній стінці та внут-
рішньоклітинних структурах і призводить до зміни метаболічних процесів, у тому 
числі, синтезу головних конструкційних біополімерів сполучної тканини – кола-
гену, еластину та глікозаміногліканів.

In vitro на дермі шкіри щурів та моношарах фібробластів показано, що розтя-
гуюче напруження дерми, або підложжя моношару фібробластів підсилює синтез 
колагену типу І, еластину, гіалуронової кислоти, хондроітин-, дерматан- та гепа-
рансульфатів і впливає на процесинг цих молекул, що призводить до зміни їхньої 
кінцевої структури.

Показано, що рівень гідроксилювання пролілу і окислювального дезамінуван-
ня ε-NH2-груп лізилу та гідроксилізилу у протеїнах зменшується, глікозилювання 
ОН-груп гідроксилізилу в колагені збільшується, і паралельно зменшується ступінь 
їхньої гідратації. Це призводить до гальмування утворення ковалентних міжмо-
лекулярних зшивок – шифових основ у колагені. Внаслідок цього, мікрофібрили, 
утворені in vitro з колагену, який синтезувався в умовах деформації клітин, ма-
ють меншу довжину і більший діаметр, ніж ті, що синтезувалися у її відсутності. 
Зменшується і термостабільність таких мікрофібрил. Аналогічні зміни морфології 
і термостабільності виявляються і у фібрил, які формуються у дермі в умовах її 
деформації під дією напруження. 

Шляхом інгібування активності різних клітинних структур, визначені окремі 
ланки ланцюга передачі сигналу щодо деформації клітини. Величина сигналу про 
механічне напруження прямопропорційна ступеню ковалентного міжмолекулярно-
го зшивання колагену, N-глікозилювання N-гліканів клітинної поверхні і ступеня 
полімеризації актинових фібрил цитоскелета. Рівень сигналу напруження зворот-
нопропорційний  кількості активних комплесів Са2+/кальмодулін.

Таким чином, деформація сполучнотканинних клітин є складним, багато пара-
метричним фактором  регуляції будови і функціональних властивостей сполучної 
тканини у цілому. Ці результати дозволяють спрямовано задавати структурні влас-
тивості конструкційних біополімерів, які синтезуються у моношарах фібробластів.
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ИнТЕРФЕРонЫ КаК ВоЗМоЖнЫЕ РЕГУлЯТоРЫ
ЭКСПРЕССИИ ГЕна MGMT

КОЦАРеНКО е. В., шАПОшНиК Л. А., ЛыЛО В. В.,
МАЦеВич Л. Л., ЛУКАш Л. Л.

институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины, Киев;
e-mail: kotsarenko_k@mail.ru

Как известно, на экспрессию гена MGMt, который  кодирует репаративный 
энзим О6-алкилгуанин-ДНК алкилтрансферазу (MGMT), могут влиять различные 
факторы, такие как одноцепочечные разрывы ДНК, алкилирующие соединения, 
состояние гиперметилирования промотора, различные системы внутриклеточной 
регуляции, например, опосредованные протеином р5� и др. В литературе все чаще 
появляются данные о влиянии на экспрессию гена MGMt различных цитокинов. 
Так, к примеру, есть сведения, что IF-β может снижать уровень экспрессии этого 
гена в клетках глиомы и нейробластомы человека. Авторы исследования связы-
вают такое действие IF-β с опосредованным ингибированием транскрипции гена 
MGMt через индукцию протеина p5�. Подобные результаты получены при изуче-
нии цитокина IL-24. В противоположность этому, комбинация цитокинов IL-1β + 
IF-γ при кратковременном влиянии на панкреатические β-клетки крыс повышала 
уровень экспрессии гена MGMt. Это объяснялось, в частности, как ответ репа-
ративной системы на повреждение ДНК, вызванное совместным действием двух 
цитокинов.

Цель нашей работы – изучить влияние препарата «Лаферон», т. е. рекомбинант-
ного α2b интерферона, на экспрессию гена MGMt на уровне протеина в клетках 
млекопитающих in vitro.

Проведена серия экспериментов по определению уровней экспрессии гена 
MGMt методом Вестерн-блот анализа в популяциях клеток человека с обработкой 
и без обработки интерфероном α2b.

В работе получены такие результаты: действующий препарат в низкой кон-
центрации (20 ЕД/мл) увеличивает экспрессию гена MGMt по отношению к конт-
ролю, а в высокой концентрации (200 ЕД/мл), наоборот, приводит к снижению 
экспрессии этого гена относительно контроля.

На основании анализа литературных и полученных нами данных, можно сде-
лать вывод о том, что β, γ и α2b интерфероны являются модуляторами экспрессии 
гена MGMt.
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оСоБлИВоСТі ВЗаЄМоДіЇ ФлУоРЕСцЕнТноГо
ПоХіДноГо СУБоДИнИці В ДИФТЕРіЙноГо
ТоКСИнУ З ЧУТлИВИМИ Та нЕЧУТлИВИМИ

До ТоКСИнУ КліТИнаМИ ССаВціВ

ЛАБиНЦеВ А. ю., КАБеРНюК А. А., КОРОТКеВич Н. В.,
КОЛиБО Д. В., КОМІСАРеНКО С. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: lab.andrey@gmail.com

Дифтерійний токсин (ДТ) – основний фактор патогенності corynebacterium 
diphtheriae. Токсин складається з двох субодиниць: субодиниця А (SbА) є специфіч-
ною АDP-рибозилтрансферазою, яка інактивує фактор елонгації трансляції двох 
евкаріот; субодиниця В (SbB) відповідає за специфічне зв’язування з рецептором 
на поверхні клітин та транспорт SbА до цитозолю крізь їхню мембрану. Більшість 
ссавців чутливі до дії ДТ, але миші та щурі виявляють резистентність до дії ток-
сину. Відомо, що на поверхні як чутливих, так і нечутливих до токсину клітин на-
явний функціонально-активний рецептор до ДТ; токсичність SbА, введеної в такі 
клітини неспецифічним шляхом, однакова. На сьогодні немає чіткого пояснення 
відсутності токсичного впливу ДТ на клітини вищезгаданих видів, резистентність 
цих клітин може бути пов’язана з особливостями функціонування SbB токсину. 
З метою дослідження цього питання нами було використано рекомбінантну суб-
одиницю В дифтерійного токсину, злиту з підсиленим зеленим флуоресцентним 
протеїном (EGFP-SbB). Взаємодію EGFP-SbB досліджували на клітинах чутливих 
та нечутливих до токсину лінії Vero та лінії �Т� відповідно. 

Методом проточної цитофлуориметрії показано, що протеїн EGFP-SbB спе-
цифічно взаємодіє з поверхнею клітин лінії Vero та лінії �Т�. За цими даними 
розраховано константи афінності EGFP-SbB до клітин лінії Vero та лінії �Т�, які 
склали 1,2⋅107 та 4,5⋅106 М-1 відповідно. Хоча спорідненість EGFP-SbB до клітин 
лінії �Т� втричі нижча за спорідненість до клітин лінії Vero, після 20 хв інкуба-
ції, згідно даних конфокальної мікроскопії, відбувається проникнення EGFP-SbB 
у клітини обох ліній, незалежно від їх чутливості до ДТ. Одержані результати 
вказують на те, що ДТ здатен зв’язуватись з поверхнею та проникати всередину 
фібробластів миші (�Т�), а тому причини їх нечутливості до дії токсину можуть 
бути пов’язані із подальшими процесами, які відбуваються в ендосомі.

Автори висловлюють подяку пров.н.с., к.ф.-м.н. В. Ф. Горчеву та ст.н.с., к.т.н. 
О. Ю. Чуніхіну за допомогу у проведенні досліджень з використанням конфокаль-
ного мікроскопа та проточного цитофлуориметра.
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EFFECT OF ANTICANCER ANTIBIOTIC
KIGAMICIN D ON THE EXPRESSION OF APOPTOSIS
RELATED GENES IN PANCREATIC CANCER CELLS

MINcHENKo D. o., HUbENyA o. V., MoENNEr M.,
KAtSUyA t., ESUMI H., MINcHENKo o. H.

Palladin Institute of biochemistry, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv;

INSErM U920 Molecular Mechanisms of Angiogenesis 
Laboratory, University bordeaux 1, France;

research center for Innovative oncology, National
cancer center Hospital, Japan; 
e-mail: ominchenko@yahoo.com

Pancreatic cancers are known to be among the most aggressive malignancies despite 
their poor blood supply. A novel anticancer antibiotic kigamicin D was discovered from 
the culture broth of Amycolatopsis by its selective killing activity against pancreatic cancer 
cell line Panc-1 using a new screening strategy that targets the tolerance of cancer cells 
to nutrient starvation. Apoptosis related genes play a significant role in control of cell 
death both in normal tissues and malignant tumors as well as in the mechanism of action 
many anti cancer drugs. The main goal of this investigation was to examine the possible 
molecular mechanisms of cell death caused by kigamicin D using pancreatic cancer cell 
line PSN-1 and KP-�. Cells were cultured in regular DMEM media or in glucose-de-
prived media with or without kigamicin D (0.1 μg/ml during 4 or 6 hours). Kigamicin D 
was added to the cell cultures in one hour after pre growing cells with glucose-deprived 
media. The expression of apoptosis related genes was studied by RT-PCR (“MasterCycler 
Personal”, Eppendorf), quantitative PCR “Stratagene Mx �000P cycler” and Western blot 
analysis.

A result of this investigation shown that kigamicin D suppresses the expression of 
mRNA Bax induced by glucose starvation but induces the accumulation of BAX protein 
in mitochondria of PSN-1 cancer cells. Moreover, kigamicin D initiates cytochrome c 
release from the mitochondria to the cytosol. Because circadian factor Clock and activa-
ting transcription factor 4 (ATF4) transcription systems regulates drug resistance in hu-
man cancer cell lines we have also studied effect of glucose-deprivation and kigamicin 
D on the expression of Clock and ATF4 mRNA in pancreatic cancer cell line PSN-1. It 
was shown that glucose starvation significantly induces expression of Clock mRNA and 
slightly – ATF4. Kigamicin D was observed to block completely the expression of both 
Clock and ATF4 induced by glucose starvation in these cancer cells. 

Moreover, we have shown that the expression of p5�-induced apoptosis effector protein 
(PERP) was significantly increased in glucose starvation conditions and that kigamicin 
D was also induced PERP mRNA expression in glucose-deprived conditions. GADD45 
mRNA expression was significantly increased in PSN-1 cancer cells in glucose-deprived 
conditions, but strongly decreased in cells treated with kigamicin D. We have also shown 
that human glioma cancer cell line U87 is sensitive to kigamicin D without glucose star-
vation. Moreover, subline of these cancer cells without IRE-1α signaling are more sensi-
tive to killing by kigamicin D. Blockade of IRE-1α signaling in U87 glioma cells leads to 
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significant increase in Clock and especially death receptor 6 mRNA expression as well as 
suppress ATF4 and clusterin mRNA expression. 

Thus, our results showed that kigamicin D selective killing activity is also mediated 
by induction of BAX translocation to the mitochondria and cytochrome c release from 
the mitochondria to the cytosol in two different pancreatic cancer cell lines as well as also 
by induction of p5�-induced apoptosis effector protein PERP and decreased of GADD45 
mRNA expression in PSN-1 cells.

МолЕКУлЯРні МЕХаніЗМИ РЕГУлЯціЇ Та ДИСРЕГУлЯціЇ 
ЕКСПРЕСіЇ ГЕніВ У ноРМі Та За РіЗнИХ ФоРМ ПаТолоГіЇ

1МІНчеНКО О. Г., 2МОНе М., 1МІНчеНКО Д. О., 1БОжКО І. В.,
1КАРБОВСьКий Л. Л., 1ЛиПОВА Н. М.

1Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
2Лабораторія молекулярних механізмів ангіогенезу,

Університет Бордо 1, Франція;
e-mail: ominchenko@yahoo.com 

Дослідження останнього десятиліття переконливо свідчать про надзвичайно 
важливе значення експресії великої групи генів при різних фізіологічних станах 
організму та у разі різноманітних форм патологічних процесів і розкривають моле-
кулярні механізми регуляції та дисрегуляції експресії генів. Так, при гіпоксії, що 
спостерігається як у фізіологічних умовах, так і при численних захворюваннях різ-
ної етіології, змінюється експресія генів, протеїнові продукти яких необхідні для 
компенсації ефектів дефіциту кисню як на рівні клітини, так і на рівні організму: 
активація транспорту глюкози та гліколізу, еритропоезу та ангіогенезу, посилення 
біосинтезу певної групи протеїнів та загальне пригнічення процесів біосинтезу 
протеїнів. Разом з тим, спектр генів, що активуються в умовах гіпоксії, суттєвим 
чином визначається факторами ініціації гіпоксичних станів, оскільки при травмах 
активується експресія генів, які відповідають за регенерацію ушкоджених тканин, 
у злоякісних пухлинах активуються гени факторів росту і пригнічується експресія 
тих генів, що протидіють росту пухлин; за умов інтенсивної фізичної роботи у 
скелетних м’язах індукується експресія генів, відповідальних за збільшення маси 
м’язової тканини. 

У разі ішемії, компонентами якої є не лише дефіцит глюкози та інших пожив-
них речовин, а і гіпоксія, активується експресія генів, які відповідають, перш за 
все, за регенеративні процеси та відновлення кровообігу, а також за компенсацію 
ефектів дефіциту кисню. Внаслідок цукрового діабету порушується експресія генів, 
залежних від сигнального каскаду, опосередкованого рецептором інсуліну: транс-
порту та метаболізму глюкози, біосинтезу нуклеїнових кислот та протеїнів. Разом з 
тим, як в умовах гіпоксії, ішемії, цукровому діабеті, у клітинах злоякісних пухлин, 
так і при дії багатьох інших чинників змінюється експресія цілого ряду генів, що 
не мають безпосереднього відношення до протидії ефектам гіпоксії, ішемії чи зло-
якісного росту, а є реакцією клітин на порушення функціонального стану клітин 
чи метаболічних процесів в них. Недавно було встановлено, що у клітинах при дії 
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різноманітних чинників суттєво порушується формування правильної конформа-
ції протеїнів та їх накопичення у ендоплазматичному ретикулумі і що існують 
системи з підпорядкованими сигнальними шляхами, які досить швидко відчу-
вають їх появу та збільшення кількості. У цьому випадку в клітинах активується 
адаптивна реакція для їхнього виживання, яка представляє собою комплекс внут-
рішньоклітинних сигнальних подій на порушення згортання протеїнів та їх на-
копичення у ендоплазматичному ретикулумі, які сприймаються рядом сенсорних 
сигнальних систем: активуючого транскрипційного фактора 6, специфічної кінази 
ендоплазматичного ретикулуму та система, що пов’язана із сигнальним ензимом 
ендоплазматичний ретикулум–ядро-1, які опосередковують  реакцію клітин на 
так званий “стрес ендоплазматичного ретикулуму”. Всі вони є мембранними про-
теїнами, сенсорна частина яких знаходиться в люмені ендоплазматичного рети-
кулуму і взаємодіє з неправильно сформованими протеїнами за участі шаперонів, 
а направлена у цитоплазму частина контролює опосередковані ними сигнальні 
шляхи, змінюючи експресію сотень генів для того, щоб вивести клітину зі стану 
“стресу”, щоб нормалізувати згортання протеїнів в ендоплазматичному ретикулумі 
або знищити такі клітини шляхом індукції апоптозу. На клітинах з пригніченою 
експресією сигнального ензиму ендоплазматичний ретикулум–ядро-1 досліджено 
вплив гіпоксії та ішемії на експресію ряду генів, що контролюють проліферацію 
та апоптоз клітин.

ТРанСлЯціЙні МУльТИМолЕКУлЯРні КоМПлЕКСИ

НеГРУЦьКий Б. С., ФУТеРНиК П. В., ВеРеМ’ЄВА М. В.,
шАЛАК В. Ф., ЄЛьСьКА Г. В.

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: negrutskii@imbg.org.ua

Комплекси двох чи більше макромолекул, щo виконують єдину загальну функ-
цію, є явищем доволі розповсюдженим в евкаріотичних клітинах. У трансляції 
такі формування беруть участь в ініціації і елонгації поліпептидного ланцюга на 
рибосомі, забезпечують синтез і каналювання аміноацил-тРНК для протеїнового 
синтезу, виконують регуляторні функції шляхом вивільнення того чи іншого свого 
компонента у цитоплазму.

Лабільний комплекс eEF1A*GDP*тРНК є одним із компонентів системи век-
торіального транспорту тРНК в евкаріотичному трансляційному циклі. Будуть на-
ведені нові дані, на основі яких запропоновано, що eEF1A*GDP є платформою 
для елонгаторних і ініціаторних тРНК, що вивільнилися під час трансляції на 
рибосомі і очікують на чергове аміноацилювання відповідними аміноацил-тРНК-
синтетазами. 

Стабільний комплекс фактора елонгації трансляції eEF1H, що складається із 
eEF1A та субкомплексу eEF1B (eEF1Bα, eEF1Bβ і eEF1Bγ субодиниці), забезпечує 
кодон-залежну взаємодію аміноацил-тРНК з А сайтом програмованої рибосоми. 
Оскільки нещодавно були відкриті важливі  регуляторні функції індивідуальних 
субодиниць інших трансляційних комплексів, ми вважали за важливе дослідити, 
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чи є імовірним індивідуальне існування субодиниць eEF1B в тканинах пухлин 
різної локалізації людини. Встановлено, що кількість різних субодиниць цього 
комплексу в пухлинах людини у порівнянні з нормою змінюється некоординова-
но. Імуногістохімічні досліди показали різний характер ядерно-цитоплазматичної 
локалізації субодиниць eEF1B. Це підтверджує можливість ізольованого від комп-
лексу існування субодиниць eEF1B у пухлинній тканині та вказує на ймовірність 
індивідуального функціонування компонентів такого комплексу.

Для розкриття просторової організації і специфічних функцій компонентів 
комплексу eEF1B, всі його субодиниці були надекспресовані в E. coli і очищені у 
препаративній кількості. Проведено аналіз активності eEF1Bα і eEF1Bβ субоди-
ниць у GDP/�НGDP обміні в молекулі eEF1A, розпочато дослідження структури 
комплексу.

Дослідження виконувалися частково за рахунок коштів проекту Ф28/276 – 2009 
і Програм співробітництва між НАНУ і CNRS.

КоМЕТнЫЙ ЭлЕКТРоФоРЕЗ: ноВЫЕ ВоЗМоЖноСТИ
СТаРоГо МЕТоДа

СиВОЛОБ А. В., АФАНАСьеВА К. С., ЗАжиЦКАЯ М. О.

Киевский национальный университет имени Тараса шевченко, Украина;
e-mail: sivolob@univ.kiev.ua

Гель-электрофорез изолированных клеток (кометный электрофорез) – попу-
лярный метод, широко используемый для оценки в ДНК уровня повреждений. 
ДНК нуклеоидов, приготовленных путем лизиса заплавленных в агарозу клеток – 
формирует во время электрофореза вытянутый трек, напоминающий хвост коме-
ты. Две известные модификации метода предполагают проведение электрофореза 
при нейтральных и высокощелочных рН. Относительное содержание ДНК в хвосте 
кометы пропорционально частоте разрывов ДНК, однако физические механизмы 
выхода ДНК не до конца понятны. Существуют две точки зрения. Первая отводит 
главную роль фрагментам ДНК, возникающим в результате разрывов: при этом 
широко распространено мнение, что электрофорез в щелочных условиях позволяет 
детектировать одноцепочечные разрывы, а нейтральный электрофорез – двухце-
почечные. Согласно второй точке зрения, при обоих типах электрофореза хвост 
кометы формируется  за счет удлинения петель ДНК, прикрепленных к ядерному 
матриксу и релаксированных вследствие разрывов.

Мы впервые исследовали кинетику выхода ДНК при кометном электрофоре-
зе. Наши результаты полностью доказывают, что в нейтральных условиях и при 
низких уровнях повреждений хвост кометы формируется релаксированными пет-
лями. Проводя электрофорез клеток, не обработанных никакими повреждающими 
агентами, при разных концентрациях интеркалирующих красителей, мы проде-
монстрировали, что выход петель существенно ускоряется при условии релаксации 
торсионных напряжений в петле. Более того, в случае сохранения некоторого уров-
ня напряжений при отключении электрического поля наблюдается исчезновение 
хвостов кометы – петли, подобно пружинам, восстанавливают свое компактное 
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состояние. Такой же механизм – облегчение выхода петли вследствие релакса-
ции – срабатывает и в том случае, когда релаксация является результатом одноце-
почечных разрывов, индуцированных малыми дозами ионизирующих излучений 
(достаточно одного разрыва на петлю). Кинетика формирования комет после об-
лучения высокой дозой свидетельствует о том, что накопление одноцепочечных 
разрывов приводит к фрагментации ДНК: при длительном электрофорезе хвост 
отрывается от головы кометы.

 Щелочной электрофорез, в отличие от нейтрального, не имеет никакого от-
ношения к петлям ДНК. Наши результаты указывают, что щелочная обработка 
приводит к нарушению связи ДНК с матриксом, вследствие чего петли просто 
перестают существовать. Хвост кометы в этом случае, по-видимому, сформирован 
одноцепочечными фрагментами ДНК, которые вытягиваются из клубка за один 
конец силами электрического поля.

Наши результаты позволяют утверждать, что кинетический подход, в отличие 
от стандартно используемого фиксированного времени электрофореза, существен-
но увеличивает чувствительность и область применимости метода. Исследование 
кинетики выхода ДНК в присутствие интеркаляторов позволяет не только сущест-
венно увеличить разрешение и дискриминировать разные уровни повреждений, 
но и использовать кометный электрофорез для изучения связи петлевых доменов с 
ядерным матриксом, а также оценки уровня торсионных напряжений в ДНК кле-
ток разных типов и при разных функциональных состояниях.

РіЗноМаніТніСТь ФУнКціЙ Та МЕХаніЗМіВ
СИГналінГУ ніКоТИноВИХ ацЕТИлХоліноВИХ

РЕцЕПТоРіВ У РіЗнИХ ТИПаХ КліТИн

СКОК М. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: skok@biochem.kiev.ua

Нікотинові ацетилхолінові рецептори (нАХР) належать до ліганд-залежних іон-
них каналів, які опосередковують швидку синаптичну передачу в нервово-м’язових 
з’єднаннях та автономних гангліях. У нейронах центральної нервової системи вони 
здебільшого генерують локальну деполяризацію мембрани, необхідну для регуля-
ції інших іонних каналів та вивільнення нейромедіаторів. У незбудливих клітинах 
функції нАХР часто полягають у модуляції дії рецепторів, характерних для цих 
клітин, причому в деяких випадках ці функції не пов’язані з діяльністю іонного 
каналу. Дослідженнями нашої групи було показано, що В-лімфоцити миші екс-
пресують два головних субтипи нАХР, α4β2 та α7, які приймають участь в регу-
ляції розвитку та активації цих клітин. Було знайдено, що субтип α4β2 фізично 
зв’язаний з антигенспецифічним рецептором В-лімфоцитів, а α7-вмісний – з ко-
стимуляторною молекулою CD40. Відсутність цих рецепторів у нокаутних тварин 
або їх блокування у мишей дикого типу призводить до посилення мітогенної акти-
вації В-лімфоцитів і прискорення первинної імунної відповіді.

Потужним інструментом для вивчення функцій та механізму дії нАХР в не-
збудливих тканинах виявились антитіла, специфічні до позаклітинного домену 
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(1-208) α7-субодиниці. За допомогою цих антитіл було з’ясовано, що α7 нАХР під-
тримують життєздатність В-лімфоцитів, регулюють ріст сполучної тканини і за-
пальні процеси у селезінці мишей, а також накопичення загальної ваги тіла. Таким 
чином, зв’язування антитіл викликало в незбудливих клітинах сигнальні події, 
подібні до дії нікотину. З іншого боку, проникнення таких антитіл через гемато-
енцефалічний бар’єр за умов запалення призводило до зниження кількості нАХР 
у певних відділах мозку і порушення процесів пам’яті у імунізованих тварин.

Про різноманітність функцій нАХР свідчить їх наявність в мітохондріях ми-
шей, вперше встановлена нашими дослідженнями. Виявилось, що α7-вмісний нАХР 
фізично зв’язаний з потенціалзалежним аніонним каналом зовнішньої мембрани 
мітохондрій і, ймовірно, регулює його іонну селективність/провідність. У цьому 
разі зв’язування як агоністів, так і конкурентного антагоністу α7 нАХР чинить 
подібний ефект, тобто функціонування нАХР в мітохондріях не потребує відкрит-
тя іонного каналу. 

Одержані дані свідчать про універсальну роль нАХР у клітинах вищих тварин. 
Цей еволюційно древній рецептор експресований в тканинах різного походження і 
пристосований до виконання тканиноспецифічних функцій. У збудливих клітинах 
він працює як іонний канал, змінюючи в тій чи іншій мірі мембранну провідність. 
У незбудливих клітинах (зокрема В-лімфоцитах) і у мітохондріях його функція по-
лягає в модуляції активності сусідніх рецепторів, вірогідно, шляхом алостеричних 
впливів, які можуть бути ініційовані зв’язуванням класичних агоністів, конку-
рентних антагоністів або антитіл, специфічних до позаклітинної частини нАХР. 
Природа рецептора-партнера залежить від типу клітини та субтипу нАХР, який 
визначає його фармакологічну чутливість та приєднання до відповідних внутріш-
ньоклітинних сигнальних каскадів. 

СТРУКТУРні ПЕРЕДУМоВИ аГРЕГаціЇ МУТанТнИХ
ПРоТЕЇніВ аМілоЇДоЗУ

СОКОЛІК В. В.

ДУ «Інститут неврології, психіатрії і наркології АМН України», Харків;
e-mail: Sokolik67@rambler.ru

Агрегація будь-яких протеїнів спостерігається у разі порушення їхньої натив-
ної конформації у результаті генетичних мутацій або за дії фізичних і хімічних 
ушкоджуючих факторів. Проте, відомо досить невеликий перелік конформаційних 
захворювань, які завдячують агрегації індивідуальних протеїнів у разі порушення 
їхньої просторової структури. 

Мета роботи полягала у моделюванні просторової структури нативної і мутант-
ної форм β-амілоїдного пептиду 1-40/42, протеїнів синуклеїнів (α, β і γ), паркіну, 
хантингтону та узагальненні специфічних для них структурних передумов агрега-
ції з утворенням амілоїдів.

Структурні шаблони протеїнів будували in silico розробленим нами методом за 
нуклеотидними послідовностями, що їх детермінують, користуючись інформацій-
ним ресурсом бази даних EMBL (y00264 mrNA. translation: cAA68374.1., L08850 
mrNA – AAA16117.1., S69965 mrNA – AAb30860.1., AF010126 mrNA – AAb64109.1., 
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Ab009973 mrNA – bAA25751.1., L12392 mrNA – AAb38240.1.), уявленням про три 
ротамерних варіанти конфігурації (R, 0 і L) пептидного зв’язку і таблицею гене-
тичного коду просторової структури протеїну. Візуалізували просторову структуру 
протеїнів у графічному редакторі Ggenedit. exe. 

Аналіз моделей β-амілоїдного пептиду 1-40/42, протеїнів родини синуклеїнів 
(α, β і γ) та паркіну показав, що їхня агрегація відбувається унаслідок форму-
вання міжмолекулярного антипаралельного β-складчатого прошарку. Затравками 
амілоїдів слугують β-амілоїдний пептид 1-42 та мутантна форма α-синуклеїну. 
β і γ-Синуклеїни мають компактну глобулярну конформацію з щільно упаковани-
ми спіральними фрагментами, на відміну від проагрегантного α-синуклеїну, тому 
не мають структурних підстав для агрегації. β-Амілоїдний пептид 1-40, паркін або 
нативний α-синуклеїн рекрутуються до гетероагрегатів завдяки наявності у їхній 
структурі чималої кількості β-тяжів. 

Встановили, що на структурному шаблоні хантінгтону поліглутамінова зона 
представлена лівою спіраллю з гвинтовою орієнтацією бокових радикалів глута-
мінових залишків. У просторовій структурі мутантного хантінгтону подовження 
поліглутамінового фрагменту у 1,5—2 рази призводить до його експонування за 
межі глобули і слугує місцем взаємодії з подібними поліглутаміновими ділянками 
інших протеїнів за принципом застібки-блискавки. Затравкою у формуванні гете-
роагрегатів у разі цього конформаційного захворювання виступає саме мутантний 
хантінгтон. 

Таким чином, окремі специфічні протеїни, що мають структурні передумови 
до агрегації, у мутантній формі спричинюють ініціацію конформаційної патології 
з подальшим розвитком амілоїдозу.

COMPLETE MOLECULAR CONFIDENCE:
FROM MOLECULAR FORMULA DETERMINATION

TO AUTOMATED STRUCTURE VERIFICATION

1tHIELE HErbErt, 2EIcHHoFF UwE

1bruker Daltonik GmbH, bremen, Germany;
2bruker bioSpin GmbH, rheinstetten, Germany;

e-mail: Uwe.Eichhoff@bruker-biospin.de

Mass spectroscopy and NMR spectroscopy together with intelligent software can pro-
vide a complete solution for the determination of molecular structures. The starting point 
is a highly precise mass spectrum. At mass 500 m/z with a mass accuracy of 5ppm about 
7500 sum formulae are possible, at 2 ppm about �000 hits and at 1ppm about 1500 hits.

Even with a mass accuracy of 2 ppm at mass �00 m/z, 100 sum formulae are possible 
based on mass accuracy only. The True Isotope Pattern (TIP) is an additional valuable 
parameter, but only, if the TIP can be measured with at least 2% accuracy. This became 
possible after the introduction of a highly precise analog-to-digital-converter (ADC) in-
stead of a time-to-digital-converter (TDC). After comparing the calculated TIP with the 
experimental spectrum only a small number of possible sum formulae remain. Then ad-
ditionally MS/MS data are acquired the sum formulae for fragment ions can again be 
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generated based on the exact mass and the isotopic pattern. These sum formulae list can 
be used for the reduction of possible precursor sum formulae list by using the following 
logic: every “true” fragment formula must be a sub-set of the “true” parent formula.

This task is done automatically also for the MS/MS information. Taking Erythromy-
cin as an example by combining the fragment ion sum formulae information SmartFor-
mula�D can reduce the list of 15 sum formulae hits to only 1 hit.

So far we have determined the sum formula and we know the type and number of 
the atoms in the compound under investigation. The next step is the determination of the 
molecular structure by NMR. Based on the structure supplied in the MoL File an NMR 
spectrum is predicted and compared and adapted to the experimental spectrum in an ite-
rative process. The result is analysed with regard to chemical shifts, coupling constants 
and intensities. The similarity for each signal is evaluated and the probability that the 
structure correlates with the experimental data is calculated for all signals. If 2D 1H/1�C 
HSQC data are available the analysis can be done for both dimensions and nuclei. NMR 
is quantitative, i.e. for any compound you can directly correlate the NMR intensity with 
the sample amount.

This approach comes close to the chemists dream of an automatic quantitative struc-
ture determination of unknown chemical compounds.

METALLOTHIONEINS OF AQUATIC ANIMALS:
INTERACTION OF BUFFERING AND SCAVENGING

FUNCTIONS 

1FALFUSHyNSKA H. I., 1GNAtySHyNA L. L., 1roMANcHUK L. D.,
1StoLIAr o. b., 2DALLINGEr r., 3NAM y. K.

1Volodymyr Hnatiuk ternopil National Pedagogical University, Ukraine;
2Leopold-Franzens-Universitдt Innsbruck, Austria;

3Pukyong National University, busan, Korea;
e-mail: oksana.Stolyar@gmail.com 

Metallothioneins (MTs) are stress-proteins with metal-keeping and antioxidant func-
tions which parity in the hitting organism is unclear. The MTs are usually characterised by 
their concentration in the tissue and/or by the level of expression of their genes. None of 
these approaches can give a comprehensive evidence of the ability of MTs to bind metals, 
mainly Zn or Cu (in vertebrate or invertebrate correspondingly) and Cd, and also to rea-
lise radical scavenging function. The discrepancy of the levels of expression and protein 
for MTs (Hansen et al., 2006) as well as of results from the assays for MTs based on SH 
quantification and metal evaluation (Zorita et al., 2005) was shown for the aquatic animals 
in field conditions. Therefore, the aim of this study was to compare the reactivity of MTs 
and their separated domains in three animal species that represent different phyla. The 
MTs of fish carassius auratus gibelio are utilised mostly for Zn storage that is typical of 
vertebrate, MTs of bivalve mollusc Anodonta cygnea are more successful in the binding of 
Cu, and MTs of frog rana ridibunda are functioning in the conditions of high concentra-
tion of Cu unbound to MTs within the cells.

The animals were caught in the same unpolluted field area. MTs were separated from 
the liver/digestive gland. MTs and their Cd-saturated alpha-domain and Cu-saturated 
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beta-domain were isolated by the gel-permeation chromatography in a medium containing 
2-mercaptoethanol to avoid their oxidation. For the partial hydrolyses of MTs the sub-
tilisin was used. The concentration of SH-groups was measured by the Ellman’s reagent 
(DTNB). The reactivity of SH groups in the MTs of frog were additionally examined after 
the effect of Cu2+ (0.01 mg/l) and Zn2+ (0.1 mg/l) ions on the organism. H2O2 was utilised 
as the oxidising agent.

MTs of each species were represented by the form with molecular mass about 7–9 kDa 
and, for mussel, also by olygomer (12 kDa) and low molecular weight form (4 kDa). The 
alpha- and beta-domains of MTs with molecular weights of about 4 kDa were separated 
by the size-exclusion chromatography on Sephadex G-50. For frog and mussel the elution 
of beta-domain was accompanied by 12 kDa form. The alpha-domain in frog’s MTs crea-
ted 16 kDa form, especially under the effect of Cu ort Zn on the animal or of H2O2 on 
the MTs. For fish, only 16 kDa by-product was shown both for alpha- and beta-domains. 
The reaction with excess DTNB was biphasic and rate constants were clearly DTNB 
dependent. For the first phase, higher reactivity of beta-domain (and its by-product) than 
that of alpha-domain (and its by-product) was shown for fish that is typical of higher ver-
tebrates. The opposite regularity was demonstrated for frog and mussel. In mussels, for all 
forms, a slow reaction phase was exhibited first, followed by Cu-saturated forms by a fast 
reaction phase. Due to the ability to create olygomers and reactivity with H2O2, partial 
oxidation of MTs and their separated domains in mussels and especially in frogs was the 
reason for the lower reactivity of SH-groups with DTNB, whilst in fish it is correspondent 
to higher …. metal-thiolate clusters. The distorting of metal-buffering and antioxidant 
functions of MTs seems to be one of the peculiarities of the total injury provoked in mol-
luscs and frogs by complex pollution. So it was revealed that fish possesses a higher activity 
of the beta-domain

This work has been granted by the Ministry of Education and Science of Ukraine 
(#M/256-2008, #M/1�-2009) and West-Ukrainian Biomedical Research Centre.

INTERACTION BETWEEN SUBUNITS OF TRANSLATION
ELONGATION FACTOR 1B: TWO APPROACHES TO STUDY

THEIR COMPLEXES IN VITRO

1SHALAK V., 1LIUDKoVSKA V., 2tIMcHENKo A., 1NEGrUtSKII b. 

1Institute of Molecular biology and Genetics,
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

2Institute of Protein research, russian Academy of Sciences, Puschino;
e-mail: slavikshalak@yahoo.com 

Translation elongation step in higher eukaryotes is insured by three different elongation 
factors: eEF1A, eEF1B and eEF2. eEF1B consists of three subunits α, β and γ, forming 
tight complex. eEF1Bα and eEF1Bβ catalyze the GDP/GTP exchange on eEF1A, whereas 
eEF1Bγ is considered to be a structural component. Lager complex between eEF1A and 
three subunits of eEF1B is also called eEF1H – the heavy form of translation elongation 
factor 1. Although several models of its macromolecular organization have been proposed, 
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none was accepted as a correct one. They are contradictory to each other with respect to 
subunit stoichiometry and molecular weight of the complex. 

Recombinant eEF1Bα, eEF1Bβ and eEF1Bg subunits were produced in bacteria and 
purified to homogeneity. eEF1Bα and eEF1Bβ were proved to catalyze [�H]GDP/GDP 
exchange on eEF1A in vitro. Molecular masses of all three subunits in solution were es-
timated by gel filtration on Superose 6 column and sedimentation velocity analysis using 
SEDFIT program. Gel filtration of individual subunits showed unusual molecular masses 
for all of them: eEF1Вα was estimated to be 72 kDa, eEF1Вβ – �50 kDa and – 150 kDa. 
Sedimentation velocity showed a protein of 25 kDa with extended shape for eEF1Вα, a 
protein of 75 kDa with extended shape for eEF1Вβ and nonglobular protein of 78 kDa 
for eEF1Вγ. Theoretical molecular masses for these recombinant proteins were 27, �5 and 
50 kDa, respectively. In this respect, we concluded that the most probably eEF1Вα and 
eEF1Вγ are monomers in solution, whereas eEF1Вβ is a dimer. All these proteins are 
nonglobular with extended shape.  

To visualize the complex formation between different recombinant subunits, we used 
agarose gel electrophoresis in native conditions. The molecular weight of reconstituted 
complexes was also determined by gel filtration technique. By agarose gel electrophoresis 
we readily detected stable binary eEF1Вαγ, eEF1Вβγ and ternary eEF1Вαβγ complexes, 
when mixing equimolar amounts of each component. Using Superose 6 column, complexes 
eEF1Вαγ and eEF-1Вβγ were determined to be about 400 and 900 kDa, respectively. Mo-
lecular mass of stable ternary eEF1Вαβγ was estimated to be more than 1MDa.

From our studies we propose the model for eEF1Bαβγ complex organization that will 
be discussed.

аКТИВацИЯ ПлаЗМИноГЕна СТРЕПТоКИнаЗоЙ, 
МоноКлональнЫМ анТИТЕлоМ IV-1С,

Е-ФРаГМЕнТоМ ФИБРИноГЕна

юСОВА е. и., ГРиНеНКО Т. В.

Інститут биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: yusova07@mail.ru

Ключевым этапом фибринолитического процесса является реакция активации 
плазминогена до плазмина. Известны энзиматический и неэнзиматический пути 
активации плазминогена. При физиологических условиях плазминоген активиру-
ется высокоспецифическими протеиназами – тканевым активатором и урокина-
зой, которые гидролизуют в проэнзиме активационную пептидную связь Arg561-
Val562 с последующим формированием активного центра. Экзогенный активатор 
стрептокиназа активирует плазминоген неэнзиматическим путем. Она образует 
комплекс с проэнзимом, вызывая конформационные перестройки в протеиназном 
домене, что приводит к формированию активного центра без расщепления актива-
ционной пептидной связи. Моноклональное антитело IV-1с против Glu-плазмино-
гена человека и Е-фрагмент фибриногена индуцируют появление каталитической 
активности при взаимодействии с плазминогеном.
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Целью работы было сравнить активацию плазминогена стрептокиназой, мо-
ноклональным антителом IV-1c и Е-фрагментом фибриногена и выявить общие 
закономерности неэнзиматической активации плазминогена.

Установлено, что во всех случаях необходимо образование эквимолярного ком-
плекса проэнзима и активатора. Взаимодействие должно быть двухцентровым с 
участием серинпротеиназного и одного из некаталитических доменов проэнзима. 
Обязательным условием является изменение конформации плазминогена в соста-
ве комплекса и способность комплексов проявлять активаторную активность по 
отношению к субстратному плазминогену, которая зависит от времени его сущест-
вования.

Таким образом, определены характерные особенности неэнзиматической акти-
вации плазминогена экзогенными активаторами.
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ВлИЯнИЕ ИнТЕРКалЯТоРоВ на ЭФФЕКТИВноСТь
ВЫХоДа ДнК ПРИ нЕЙТРальноМ ЭлЕКТРоФоРЕЗЕ 

ИЗолИРоВаннЫХ КлЕТоК (КоМЕТноМ ЭлЕКТРоФоРЕЗЕ)

АФАНАСьеВА К. С., НАДТОчий А. А., СиВОЛОБ А. В.

Киевский национальный университет имени Тараса шевченко, Украина;
e-mail: aphon@ukr.net

Исследована кинетика выхода петельных доменов ДНК при нейтральном ко-
метном электрофорезе в присутствии разных концентраций интеркалирующих 
красителей – бромистого этидия и хлорокина. 

В интактных лимфоцитах в отсутствие интеркалирующих красителей доля ко-
мет сохраняется на низком уровне до �0 мин электрофореза, после чего начинает 
возрастать и составляет практически 100% через 80 минут. Таким образом, при 
достаточно длительном времени электрофореза внешняя электрическая сила за-
ставляет ДНК сформировать хвост кометы даже в неповрежденных клетках. Дан-
ный результат указывает на то, что хвост кометы интактных клеток сформирован 
петлями ДНК, закрепленными на ядерном матриксе, которые после удаления в 
процессе лизиса белков хроматина приобретают отрицательную сверхспирализа-
цию. Вытягивание такой петли к аноду под действием электрического поля затруд-
нительно и требует длительного времени, однако снятие такого напряжения долж-
но облегчить выход комет. Действительно, клетки, облученные небольшой дозой 
рентгеновских лучей, формируют 100% комет уже на 20-й минуте электрофореза, 
видимо, за счет релаксации петли одноцепочечными разрывами, индуцированны-
ми радиацией. 

Одним из способов снятия отрицательного напряжения в ДНК является ло-
кальное раскручивание двойной спирали за счет взаимодействия ДНК с интерка-
лирующими красителями (бромистым этидием или хлорокином). При добавлении 
в электрофоретический буфер бромистого этидия в концентрации 5⋅10–5 мг/мл на-
блюдается существенное ускорение выхода комет. Аналогичная картина наблюда-
ется и для другого интеркалятора – хлорокина, однако при более высоких концен-
трациях (10–50 мг/мл), что объясняется разницей в константах связывания этих 
двух веществ с ДНК. Доля клеток с кометами в данных условиях достигает плато 
на уровне 100% уже на �0-й минуте электрофореза. Увеличение концентраций 
этидия и хлорокина (и соответственно плотности их связывания с ДНК), види-
мо, приводит к накоплению торсионных напряжений уже положительного знака, 
которые снова тормозят выход комет – даже в сравнении с кинетикой выхода 
ДНК в отсутствие красителей. Максимально высокие концентрации красителей 
(�5⋅10–5 мг/мл для этидия и 1 мг/мл для хлорокина) делают выход петель ДНК не-
возможным – доля клеток с кометами составляет 0,07–0,1 и не возрастает по мере 
длительности электрофореза.

Описанный подход, с одной стороны, открывает возможность оценки топо-
логического состояния ДНК в ядрах различных клеток при различных функцио-
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нальных состояниях – путем определения концентрации интеркаляторов, наибо-
лее ускоряющих образование комет. С другой стороны, обнаруженные эффекты 
позволяют предложить ряд усовершенствований методики кометного электрофореза.

ДоСліДЖЕннЯ ПРоТИПУХлИнноЇ ДіЇ цИТоКінУ ЕМаР іі 
на КСЕноТРанСПланТанТИ аДЕноКаРцИноМИ ПРоСТаТИ 

лЮДИнИ У МИШЕЙ лініЇ СВа

1БАБеНКО Л. А., 2чАйКОВСьКА Л. В., 2РЄЗНІКОВ О. Г., 1КОРНеЛюК О. І.

1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
2ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин 

ім. В. П. Комісаренка АМН України», Київ;
e-mail: babenko_lesia@ukr.net

Дослідження процесів, які лежать в основі взаємодії злоякісних новоутворень з 
організмом-хазяїном, мають теоретичні підстави для розробки нових антипухлин-
них препаратів і підходів до лікування онкологічних захворювань. ЕМАР ІІ – ендо-
теліальний та моноцитактивуючий поліпептид ІІ, попередником якого є протеїн 
р4� – компонент високомолекулярного комплексу аміноацил-тРНК-синтетаз вищих 
еукаріот. Після розщеплення протеїну р4� його С-кінцевий домен – ЕМАР ІІ прояв-
ляє неканонічну цитокінову активність. Встановлено, що ЕМАР ІІ має протизапаль-
ну активність, підсилює прокоагуляційну активність ендотеліальних клітин людини, 
стимулює позитивний хемотаксис у моноцитів та лейкоцитів, бере участь у деяких 
патологічних процесах, є інгібітором ангіогенезу та здатен викликати апоптоз у куль-
турі клітин. Для цього цитокіну показано здатність підвищувати експресію фактора 
некрозу пухлин α (TNFα) в ендотеліальних клітинах. Здатність ЕМАР ІІ інгібувати 
неоангіогенез та стимулювати апоптоз ракових клітин стала основою для його до-
слідження в якості протипухлинного лікарського засобу. Слід зазначити, що одним з 
багатообіцяючих напрямків таргетної терапії є використання антиангіогенних, про-
коагулятивних та проапоптичних лікарських засобів. 

Метою даної роботи було дослідження дії ЕМАР ІІ на ріст ксенографтів адено-
карциноми простати людини, трансплантованих мишам лінії СВА. В експериментах 
використовували рекомбінантний ЕМАР ІІ, одержаний шляхом експресії у клітинах 
E. coli штаму BL21(DE�)pLysE з використанням вектора рЕТ�0а-ЕМАР ІІ. Рекомбі-
нантний протеїн був очищений методом металхелатуючої хроматографії на Ni-NTA 
агарозі та додатково очищений після розщеплення ентерокіназою. Для вивчення про-
типухлинної дії препаратів протеїну використовувався підкапсулярний тест Богдена. 
В експерименті були задіяні групи тварин, які отримували 5, 10 та 100 мкг/кг ЕМАР ІІ 
відповідно. 

Внаслідок проведених досліджень експериментально показано здатність рекомбі-
нантного протеїну ЕМАР ІІ інгібувати ріст ксенографтів аденокарциноми простати 
людини, трансплантованих мишам. Показано також залежність активності препарату 
від його концентраціі. Протипухлинну активність ЕМАР ІІ підтверджено даними 
гістологічних досліджень. 

Одержані результати свідчать про перспективність використання генно-інженер-
ного ЕМАР ІІ як нового протипухлинного препарату в онкології.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



50 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

ИССлЕДоВанИЕ СТРоЕнИЯ КоМПлЕКСоВ
Ca2+ И Mg2+ С МЕТИлИДЕн РоДанИноМ И ЕГо анИоноМ

В РаМКаХ ТЕоРИИ ФУнКцИонала ПлоТноСТИ

БАРышНиКОВ Г. В., МиНАеВ Б. Ф., МиНАеВА В. А. 

черкасский национальный университет
имени Богдана Хмельницкого, Украина;

e-mail: glebchem@rambler.ru

Квантово-химическим методом теории функционала плотности с использо-
ванием гибридного функционала B�LYP в базисе атомных 6-�1+G(d) рассчитаны 
равновесные геометрические и энергетические параметры различных конформа-
ций комплексов Ca2+ и Mg2+ с 5-метилен-2-тиоксотиазолидин-4-оном (метилиден 
роданином) и его анионом в соотношении 1 : 1. 

В ряде работ сообщается о возможности блокирования метилиден роданином 
кальцийзависимых энзимов, а именно кальцийсодержащей аспартил протеазы. 
Ионы Mg2+, будучи изоморфными ионам Ca2+, встречаются в организме челове-
ка в схожих сенсорных системах, а также входят в состав некоторых кофакто-
ров и активаторов энзимов: репликации нуклеиновых кислот, биосинтеза белка, 
Mg2+-зависимых АТР-аз, ацетилхолинстеразы и др. Учитывая данный факт, нами 
также предсказана возможность блокирования метилиден роданином ионов Mg2+, 
как изоморфных ионам Ca2+. Для понимания механизма блокирующего действия 
метилиден роданина и его аниона нами рассмотрены возможные модели моно- и 
бидентатного связывания ионов Ca2+ и Mg2+. 

На основании проведенных квантово-химических расчетов мы пришли к сле-
дующим выводам:

1. Связывание ионов Ca2+ и Mg2+ нейтральной формой метилиден роданина 
может осуществляться по моно- и бидентатной схемам с образованием планарных 
и непланарных конформаций. Наиболее вероятной моделью связывания является 
бидентатная координация катиона металла через атом кислорода карбонильной 
группы и атом углерода метиленовой группы.

2. Связывание ионов Ca2+ и Mg2+ анионной формой метилиден роданина может 
осуществляться исключительно по бидентатным схемам. Наиболее вероятной мо-
делью связывания является бидентатная координация катиона металла через атом 
серы тиокетонной группы и атом азота роданинового цикла.

КоМП’ЮТЕРнЕ МоДЕлЮВаннЯ ВЗаЄМоДіЇ
КаліКС[4]аРЕніВ С-97 Та С-99 іЗ СУБФРаГМЕнТоМ-1

МіоЗИнУ МіоМЕТРіЯ

БеВЗА О. В., БеВЗА А. А.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
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Хімічною платформою для конструювання потенційно біологічно активних 
сполук можуть слугувати циклічні олігомери фенолів, зокрема калікс[4]арени. Ре-
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човини цього класу виявляють широкий спектр біологічної активності. Молекула 
міозину досить значних розмірів. Тому субфрагмент-1 (S-1) є зручною моделлю 
для досліджень завдяки його високій розчинності у водних розчинах із низькою 
іонною силою (на відміну від міозину) та його АТР-азній активності, яка близька 
до активності нативного міозину. В роботі було використано просторову струк-
туру S-1 міозину, ідентифікатор 1B7T в RSCB Protein Data Bank. Було проведено 
комп’ютерне моделювання можливих міжмолекулярних взаємодій, характерних 
для комплексів каліксарен (ліганд) – субфрагмент-1 міозину (рецептор), і дослі-
дження взаємного впливу АТР та калікс[4]аренів С-97 і С-99 на орієнтацію даних 
лігандів у ліганд-зв’язувальному центрі (ЛЗЦ) S-1 міозину міометрія, і вплив на 
результати докінгу присутності Mg2+ як кофактора в ЛЗЦ S-1 міозину.

Було відібрано низку комплексів із найменшою загальною енергією і розрахова-
на оптимальна геометрія утворених комплексів. При цьому визначали енергетично 
найвигідніше розташування каліксаренів у просторі молекули міозину. Одержано 
результати комп’ютерного моделювання при здійсненні докінгу калікс[4]аренів та 
АТР як окремих лігандів, так і пар калікс[4]арен + АТР. При цьому присутність 
Mg2+ як кофактора у ЛЗЦ S-1 міозину впливає на результати докінгу. У зв’язуванні 
залишка α-гідроксифосфонової кислоти калікс[4]аренів задіяні такі амінокислотні 
залишки: Asn 2�7-2�9 і Asn �21 (аспарагін), Asp �20 (аспартат) і Ile �22 (ізолейцин) 
для С-97 та залишки Asn 481, Gly 46� (гліцин), Ser 178 (серин) і Ala 462 (аланін) 
для С-99. Фрагменти макроциклічного кістяка калікс[4]аренів інтегруються у прос-
тір ЛЗЦ S-1 міозину, утворений залишками Tyr 126 (тирозін), Arg 127 (аргінін), 
Lys 677 (лізин), Gln 678 (глутамін) і Pro 679 (пролін) для С-97 та Thr 175 (треонін), 
Gly 176, Glu 177 (глутамат), His 689 (гістидин), Gln 690, Cys 69� (цистеїн) і Asn 694 
для С-99. За здійснення комп’ютерного моделювання одержані значення віль-
ної енергії зв’язування та різних типів взаємодій, які характеризують взаємодію 
калікс[4]аренів (С-97 і С-99) та АТР з ЛЗЦ S-1 міозину міометрію як лігандів під 
час одночасного докінгу. Було ідентифіковано гідрофобні  та електростатичні взає-
модії, а також водневі зв’язки у комплексі С-97 (С-99) + АТР в ЛЗЦ S-1 міозину. 
Таким чином, показано, що С-97 та С-99 взаємодіють із функціонально-активною 
областю S-1 міозину – ділянкою зв’язування АТР. Передбачене in silico зв’язування 
калікс[4]аренів в ЛЗЦ S-1 міозину є підтвердженням раніше одержаних результатів 
щодо впливу калікс[4]аренів на каталітичну активність міозину (голівки міозину) 
in vitro. При цьому характер їхньої взаємодії з рецептором залежить від присутності 
в активному центрі міозину інших лігандів (AТP) та кофакторів (Mg2+). На взає-
модію каліксаренів із S-1 міозину також може впливати модифікація їх функціо-
нально-активними групами (залишок α-гідроксифосфонової кислоти). 

Автори висловлюють подяку член-кор. НАНУ В. І. Кальченку та його колегам 
(ІОХ НАНУ), якими було синтезовано каліксарени і член-кор. НАНУ С. О. Кос-
теріну (Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАНУ) за обговорення результатів 
досліджень.
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ВПлИВ наноЧаСТИноК СРіБла на ЕКСПРЕСіЮ 
цИРКаДіальнИХ ГЕніВ У РіЗнИХ оРГанаХ ЩУРіВ
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Більшість як біохімічних, так і фізіологічних процесів, у різних організмів має 
циркадіальний характер, причому порушення механізмів регуляції їхнього пере-
бігу є однією із причин виникнення низки патологічних процесів, у тому числі 
й утворення та росту злоякісних пухлин. Циркадіальний характер перебігу мета-
болічних процесів в організмі як у нормі, так і при патологічних станах, де термі-
нується циркадіальним годинником, найважливішими молекулярними компонен-
тами якого є циркадіальні фактори Per1, Per2, Per�, Clock, BMal1, Cry1 та Cry2, а 
також казеїнкіназа-1epsilon, що контролює експресію цих циркадіальних факторів. 
Циркадіальні ритми різноманітних фізіологічних та біохімічних процесів, як і по-
ведінка організмів, є наслідком ритмічних щоденних змін в експресії самих цир-
кадіальних генів. З розвитком біотехнології все більше застосування, в тому числі 
і у медицині, знаходять різноманітні наноматеріали, зокрема наночастинки срібла, 
які є досить токсичними і небезпечними для довкілля. Їх токсичність є значно 
більшою, порівняно з макроскопічними дисперсіями срібла, що пов’язано зі здат-
ністю їх безперешкодно проникати через біологічні бар’єри організму. Специфіч-
ним і потенційно менш небезпечним чинником є аерозоль матричного натрію 
хлориду, який включає власне наночастинки срібла (до �0%). 

Метою даного дослідження було вивчення можливих молекулярних механізмів 
антропогенного впливу наночастинок срібла у формі аерозолю матричного натрію 
хлориду, який включає до �0% наночастинок срібла розміром 28–�0 нм, на щурів 
на рівні експресії циркадіальних генів Per1, Per2, Per�, Clock, BMal1 та казеїн-
кінази-1epsilon у печінці, легенях, міокарді, нирках та сім’яниках щурів-самців 
лінії Wistar. Наночастинки срібла вводили тваринам інтратрахеально у кількості 
50 мкг/кг маси тіла одноразово і досліджували експресію генів у різних органах 
щурів через 1, � або 14 днів. 

Одержані нами дані показали, що експресія мРНК казеїнкінази-1epsilon суттє-
во посилюється у головному мозку, легенях, печінці, міокарді та сім’яниках щурів 
уже через один день після введення щурам наночасток срібла. Стимулювальний 
ефект наночастинок срібла на експресію мРНК казеїнкінази-1epsilon в усіх цих 
органах виявлявся також і через � та 14 днів. Встановлено, що експресія гена даної 
кінази посилюється і у нирках під впливом наночастинок срібла, але лише через 
три та 14 днів. В той самий час експресія гена Per2 суттєво не змінюється після 
введення щурам наночастинок срібла в усіх досліджуваних органах, за винятком 
нирок, де спостерігається пригнічення експресії цього циркадіального гена. Під 
впливом наночастинок срібла посилюється також рівень експресії мРНК Per1 у 
печінці та легенях і пригнічується у сім’яниках. Рівень експресії мРНК Clock у 
печінці та легенях під впливом наночастинок срібла посилюється, а у нирках при-
гнічується. У той самий час, у сім’яниках та серці пригнічення експресії мРНК 

СТРУКТУРА, ВЛАСТиВОСТІ ТА ФУНКЦІї БІОЛОГІчНиХ МАКРОМОЛеКУЛ...



5�ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

Clock було виявлено лише на пізніших термінах дії наночастинок срібла. Результа-
ти роботи свідчать про вплив наночастинок срібла на важливі механізми регуляції 
метаболічних процесів у клітинах на рівні експресії гена казеїнкінази-1epsilon та 
циркадіальних генів Per1 і Clock, що може призводити до порушення сигнальних 
каскадів у клітинах та розвитку патологічних станів. Експресія цих генів може 
слугувати важливим чутливим показником впливу на організм наночастинок сріб-
ла. Ці принципово нові дані щодо впливу наночастинок срібла на організм на рівні 
експресії генів ключових регуляторних факторів є початком подальших наукових 
досліджень молекулярних механізмів токсичної дії наночастинок срібла та низки 
інших екологічно небезпечних сполук і будуть сприяти розробці принципово но-
вих молекулярних підходів до їхнього виявлення і профілактики.

RATE OF D-GLUCOSE Na+-DEPENDENT UPTAKE
BY BRUSH-BORDER VESICLES OF CHICKEN JEJUNAL
ABSORPTIVE CELLS UNDER ACTION OF LYCOPENE

bUGAy A., tSVILIKHoVSKII M.

National University of Life and Environmental Sciences of Ukraine, Kyiv;
e-mail: andbugay@ua.fm

Lycopene is one of the most biologically active carotenoids because intensive investi-
gations its action on human and animal organism now for further perspectives of practi-
cal employment. But the mechanisms of lycopene action especially to jejunal absorptive 
cells have not established. The results of our previous researches show the activation of 
digestive processes of broiler chicken on the background of lycopene consumption. So it is 
necessary to investigate the jejunal absorption rate of one of the most important nutrient - 
D-glucose, the first step of this is Na+-dependent transport across apical membrane bilayer 
of enterocytes.

For researches 14-42 days old broiler chicken of «Konkurent-�» cross were used. 
Chickens of experimental group were administered per os lycopene sunflower oil solution 
starting from the  5th day of life daily. The optimal dose was previously stated. The rate 
of D-glucose Na+-dependent uptake has been investigated by rapid filtration method using 
brush-border (BB) vesicles of chicken jejunal absorptive cells.

Ontogeny dynamics of D-glucose Na+-dependent uptake rate by brush-border vesi-
cles of chicken jejunal absorptive cells is characterized by 1.7-fold decreasing (Р < 0.05) 
from the 14th to the 42nd days of growth. The lycopene administration provide 2.8-fold 
increasing (Р < 0.05) of this parameter in 14-days old chicken in comparison with control. 
Ontogeny dynamics of D-glucose Na+-dependent uptake rate by brush-border vesicles of 
jejunal absorptive cells of lycopene administered chicken is also characterized by �.9-fold 
decreasing (Р < 0.05). Remarkably that the rate of D-glucose Na+-dependent uptake by 
BB vesicles in experimental group chickens during 21-42 days of growth is higher by 20-
�6% (Р < 0.05) in comparison with control. 

Thus lycopene administration provides an increase of D-glucose Na+-dependent up-
take rate by brush-border vesicles of chicken jejunal absorptive cells during all term of 
their growth. These data indicate to enhancement of carbohydrates digestion and organism 
needs supply by glucose.
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ЗМінИ МЕМБРанноГо ПоТЕнціалУ
Та ГіДРоДИнаМіЧноГо ДіаМЕТРа МіТоХонДРіЙ

МіоМЕТРіЯ В УМоВаХ аКТИВаціЇ МіТоХонДРіальноГо
аТР-ЧУТлИВоГо КаліЄВоГо КаналУ

ВАДЗюК О. Б., чУНІХІН О. ю., КОСТеРІН С. О.

Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: vadzyuk@biochem.kiev.ua

Мітохондріальний АТР-чутливий К(+)-канал є головним чинником регуляції 
обміну іонів К в мітохондріях. Важається, що активація цієї структури призводить 
до збільшення об’єму мітохондріальних частинок, внаслідок чого збільшується ін-
тенсивність дихання та утворення АТР. Функціонування цього каналу у мітохонд-
ріях міометрія практично не досліджено. Тому метою роботи було дослідження 
впливу активації АТР-чутливого К(+)-каналу на функціонування мітохондрій міо-
метрія щурів. 

Методом фотонної кореляційної спектроскопії було виміряно гідродинамічний 
діаметр (ГД) мітохондрій. Показано, що середній ГД мітохондрій у КCl-вмісному 
середовищі становить 470 ± 2� нм, тоді як додавання АТР призводить до його 
зменшення до значення 416 ± 21 нм. У присутності  активатора АТР-чутливого 
К(+)-каналу діазоксиду значення ГД зростає до 459 ± �2 нм, що майже відповідає 
контрольному значенню. Селективний блокатор даного канала, глібенкламід, усу-
ває цей ефект, призводячи до зменшення ГД до 4�0 ± 28 нм. 

Методом протокової цитометрії використанням потенціал-чутливого зонда – 
родаміну-12�, було виявлено часткову деполяризацію внутрішньої мітохондріаль-
ної мембрани під дією діазоксиду. У присутності глібенкламіду спостерігається 
відновлення мембранного потенціалу до контрольних значень. Вищезгадані ефек-
ти спостерігаються лише у середовищі, яке містить KCl, і не спостерігаються у 
сахарозі або у NaCl. Для доказу специфічності дії глібенкламіду саме на АТР-
чутливий К(+)-канал ми дослідили сумісну дію глібенкламіду та валіноміцину. 
У присутності валіноміцину (1 мкМ) разом із діазоксидом також спостерігається 
часткова деполяризація, але глібенкламід у цьому разі не викликає реполяризацію 
мітохондріальної мембрани.

Таким чином, використовуючи селективний активатор та блокатор АТР-чутли-
вого каналу, ми показали збільшення ГД та деполяризацію мембрани мітохондрій 
міометрія під впливом активації АТР-чутливого К(+)-каналу.
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нЕЗБаланСоВана ЕКСПРЕСіЯ СУБоДИнИць
КоМПлЕКСУ ЕВКаРіоТноГо ФаКТоРа ЕлонГаціЇ

ТРанСлЯціЇ eEF1H ПРИ КаРцИноМі лЕГЕніВ лЮДИнИ

1ВеРеМ’ЄВА М. В., 1ХОРУжеНКО А. І., 2ЗАХАРичеВ В. Д.,
1НеГРУЦьКий Б. С.

1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
2Київська національна медична академія післядипломної

освіти ім. П. шупика, Україна;
e-mail: vermarina@list.ru

Нещодавно в деяких пухлинах людини виявлено підвищення рівня мРНК, які 
кодують компоненти мультипротеїнового комплексу факторів елонгації трансляції 
еEF1H (eEF1A, eEF1Bα, eEF1Bβ, eEF1Bγ). Підвищену експресію мРНК субодиниць 
eEF1H пояснювали як таку, що відображає високий рівень протеїнового синтезу 
в пухлинах. Але залишилося невідомим, як збільшення кількості мРНК у таких 
випадках впливає на кількість відповідних протеїнів. 

Рівень експресії мРНК, що кодують всі компоненти комплексу eEF1H, та вміст 
відповідних протеїнів досліджували за допомогою Нозерн- та Вестерн-блот аналізу 
у 25 клінічних зразках раку легенів людини порівняно з умовною нормою. Загалом 
збільшення у ≥2 рази вмісту мРНК, що кодують субодиниці eEF1H, спостерігали 
в 72%, а вмісту відповідних протеїнів у 88% всіх досліджених випадків. Важливо, 
що як зростання рівня мРНК, так і підвищення вмісту того чи іншого компо-
нента eEF1H для різних субодиниць було незбалансованим. Найбільшу кількість 
зразків із підвищеними рівнем експресії мРНК та вмісту протеїну відзначали для 
eEF1Bβ.

Локалізацію субодиниць eEF1H в пухлинних і умовно нормальних тканинах 
було досліджено імуногістохімічним аналізом. Цитоплазматичну локалізацію спос-
терігали для всіх субодиниць комплексу eEF1H як у нормі, так і при раку легенів. 
Також незмінною була перинуклеарна локалізація eEF1A та eEF1Bα субодиниць. 
Однак цікавим виявилося спостереження зміни локалізації eEF1Bβ з перинуклеар-
ної в нормі до ядерної в раковій тканині легенів. Ці дані є першим свідченням на 
користь того, що eEF1Bβ може відігравати певну роль у процесах, що відбуваються 
в ядрі ракових клітин. Іншим важливим спостереженням було те, що фарбування 
ядер eEF1Bγ виявили як у нормальній, так і в раковій тканинах легенів.

Отже, незбалансоване збільшення вмісту складових частин комплексу eEF1В, а 
також поява деяких субодиниць цього комплексу у відмінних клітинних компарт-
ментах пухлинної тканини вказує на високу ймовірність індивідуального, окремо-
го від комплексу і не пов’язаного із протеїновим синтезом функціонування його 
компонентів у ракових клітинах.

Дослідження частково виконано за рахунок коштів проекту Ф28/276 – 2009 і 
Програм співробітництва між НАНУ і CNRS.
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TRUNCATED FORM OF eEF 1A IS CHARACTERIZED
BY DECREASED SURFACE POSITIVE CHARGE

AND ABILITY TO INTERACT STRUCTURALLY BUT NOT 
FUNCTIONALLY WITH THE GDP-EXCHANGE FACTORS 

VLASENKo D.

Institute of Molecular biology and Genetics, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv;
e-mail: dmitriyvs@yahoo.com

Along with relatively well-studied function of delivery of aminoacyl-tRNA to the 
ribosomal A site during protein synthesis, translation elongation factor 1A (eEF1A) has 
a wide range of so-called non-canonical functions, one of them is carcinogenic. PTI-1, 
the major oncogene of prostate carcinoma, may encode a protein homologous to eEF1A. 
The specific mechanism by which PTI-1 mediates the development of prostate cancer is 
still unknown. To characterize the molecular properties of putative PTI-1 protein we have 
made its analog (ΔeEF1A) via limited trypsinolysis of eEF1A1. 67 residues were cleaved 
from N-terminal part of eEF1A1 molecule to produce ΔeEF1A. PTI-1 protein had 2 ad-
ditional amino acids at the N-terminus comparing to ΔeEF1A; otherwise the proteins had 
identical amino acid sequences.

The rate of spontaneous [�H]GDP/GDP exchange in the ΔeEF1A molecule in vitro 
was found to be much higher than in eEF1A. Importantly, neither eEF1Bα nor eEF1Bβ 
were able to accelerate GDP/GTP exchange rate in the ΔeEF1A molecule as they did in 
case of eEF1A. The spontaneous exchange rate in ΔeEF1A was similar to the rate of GDP 
exchange in eEF1A catalyzed by eEF1Bα and eEF1Bβ, so ΔeEF1A apparently does not 
need a guanine exchange factor in vivo.

 Does truncated eEF1A still keep the ability to interact with eEF1Bα and eEF1Bβ? 
The eEF1Bα complexes with eEF1A and ΔeEF1A were observable directly in Coomassie 
stained gels, while the Western blotting analysis was necessary to detect the analogous 
complexes with eEF1Bβ. Unexpectedly, we found that the surface charge of the eEF1A 
and ΔeEF1A molecules is rather different. This change could not be predicted since theo-
retical calculation gave comparable values both for the eEF1A and ΔeEF1A molecules. 
Nevertheless, ΔeEF1A was found to be much less positively charged than eEF1A.

We believe that the absence of the first 69 amino acids in the ΔeEF1A molecule caused 
the exposing of negatively charged residues in the domain II of the protein. Decrease of 
the surface charge in the case of ΔeEF1A being extrapolated on putative PTI-1 protein 
may result in specific subcellular distribution of the oncoprotein and provide its particular 
intracellular contacts in cancer cell. The lack of the need in the GDP-exchanging factors 
found here suggests possibility of independent from eEF1H, self-sufficient functioning of 
PTI-1 in cancer cells.

Investigations were supported by the funds of  Ф28/276 – 2009 project and collabora-
tion programs of NASU and CNRS.
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ФИЗИКо-ХИМИЧЕСКИЕ И БИоХИМИЧЕСКИЕ СВоЙСТВа 
КаРБоКСИПЕПТИДаЗЫ а нЕМалИГнИЗИРоВанноЙ 

И оПУХолЕВЫХ ТКанЕЙ ЭнДоМЕТРИЯ И ЯИЧнИКоВ

ВОВчУК и. Л., ПеТРОВ С. А.

Одесский национальный университет им. и. и. Мечникова, Украина;
e-mail: irvov@ ukr.net

Цель исследования – изучение физико-химических и биохимических свойств 
карбоксипептидазы А немалигнизированной и опухолевых тканей эндометрия и 
яичников выделенных энзимов. 

Из ткани немалигнизированного эндометрия (НЭ), немалигнизированного 
яничника (НЯ) и опухолевых тканей эндометрия (ОЭ) и яичников (ОЯ) методами 
поэтапного осаждения сульфатом аммония и гель-хроматографии на сефадексе 
G-75 выделена и очищена карбоксипептидаза А (КФ �.4.2.1) – Zn2+ -зависимая эк-
зопептидаза, обеспечивающая отщепление аминокислот с С-конца рядом с арома-
тическими аминокислотами (ААК). Установлено, что ААК немалигнизированной 
и опухолевых тканей обоих органов близки между собой по молекулярной массе, 
температурному оптимуму (40 °С), содержанию углеводов и количеству дисуль-
фидных связей.

ААК немалигнизированной и опухолевых тканей обоих органов не гидролизует 
нативные протеиновые субстраты: желатин, казеин, гемоглобин и синтетический 
субстрат БАПНА, а среди специфических синтетических субстратов с наибольшей 
скоростью – карбобензоксиглутамилфенилаланин, что свидетельствует об отсутст-
вии у энзима эндопептидазной активности.

Более чувствительна к воздействию ионов тяжелых металлов и к воздействию 
металлов-активаторов и стабилизаторов ААК неизмененного и опухолевых тканей 
эндометрия и ААК злокачественной опухоли яичника.

Анализ влияния специфических ингибиторов и активаторов показал, что в 
гидролизе карбобензоксиглутамилфенилаланина ААК немалигнизированной и 
опухолевых тканей яичника и эндометрия принимают участие гистидин, гидрок-
сильная группа серина, карбоксильная группа аспарагиновой кислоты и тиоловая 
группа цистеина. Для непораженной и опухолевых тканей яичника характерен 
смешанный тип ингибирования ААК фенилаланином. Для ААК НЭ и цисадено-
карциномы эндометрия характерен конкурентный тип ингибирования, а для эн-
зима доброкачественной опухоли эндометрия ингибирование происходит по сме-
шанному типу. 

Для ААК обоих органов характерна специфическая ответная реакция на уси-
ление процесса малигнизации, которая сопровождается: снижением молекулярной 
массы, содержания углеводов, содержания -SH групп в молекуле энзима, возрас-
танием сродства энзима к карбобензоксиглутамилфенилаланину и повышением 
температурного оптимума.

Полученные результаты свидетельствуют о существовании эффекта изменения 
в структуре ААК, что может быть связано с точечными изменениями структуры 
соответствующих генов.
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СТРУКТУРнИЙ СТан МЕМБРан
ЕРИТРоцИТіВ За ВЗаЄМоДіЇ З ліГанДаМИ 

БЕТа1-аДРЕноРЕцЕПТоРіВ

1ВОйЦІЦьКий В. М., 2ХижНЯК С. В., 3жиРНОВ В. В.,
1ЛАПОшА О. А., 2БАБеНюК ю. Д., 3КУЛиК І. В.

1Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;
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3Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України, Київ

Як відомо, взаємодія лігандів із відповідними мембранними рецепторами змі-
нює конформацію останніх, що впливає на структурний стан мембрани в цілому. 
У роботі досліджувався вплив взаємодії лігандів бета1-адренорецепторів (агоніс-
та – добутаміну і антагоніста – атенололу) з мембранами еритроцитів (МЕ) люди-
ни на їхній фізичний стан. 

Дзета–потенціал МЕ розраховували за значенням електрофоретичної рухомості 
еритроцитів, яка визначалась методом мікроелектрофорезу. На модельній системі 
«розчин електроліту – ліпід» оцінювали граничний потенціал, електричний опір 
і поверхневий натяг границі розподілу фаз. Структурний стан МЕ досліджували 
за допомогою флуоресцентних зондів – 1-анілінонафталін-8-сульфонат (АНС) і 
пірену. 

Встановлено, що атенолол і добутамін (10-7–10-5 М) практично не впливають 
на дзета–потенціал МЕ, але здатні до асоціації з ліпідною компонентою мембран 
і модифікують ліпідний бішар. Добутамін більшою мірою знижує мікров’язкість 
загальних, а атенолол – анулярних ліпідів МЕ. Ліганди бета1-адренорецепторів в 
концентраціях 10-8–10-6 М дозозалежно збільшують ефективність індуктивно-ре-
зонансного переносу енергії (ІРПЕ) в парі триптофан – пірен відносно контролю, 
що вказує на збільшення ступеня занурення протеїнів у гідрофобний бішар МЕ. 
Ефективність ІРПЕ в МЕ за дії добутаміну (10-7–10-5 М) в парі триптофан – АНС 
дозозалежно знижується, а за дії атенололу – збільшується, що свідчить про струк-
турну модифікацію поверхневих ділянок МЕ. Ліганди бета1-адренорецепторів не 
впливають на ІРПЕ в парі пірен – АНС, тобто не змінюють ефективної товщини 
мембрани. Ліганди бета1-адренорецепторів не змінюють флуоресценцію триптофа-
нових залишків протеїнових молекул у препаратах МЕ. Це означає, що структурні 
перебудови протеїнових молекул не супроводжуються переходом триптофанових 
залишків у більш гідрофобну зону, оскільки їхня флуоресценція чутлива до по-
лярності оточення. Розраховано ефективну константу гасіння (КSV), зміни якої ві-
дображають внутрішньомолекулярну динаміку протеїнових молекул. Встановлено, 
що значення КSV для препаратів МЕ дозозалежно зменшуються за дії добутаміну 
в діапазоні концентрацій 10-6–10-4 М відносно контролю. Як відомо, повністю ек-
споновані залишки триптофану мають значення KSV = 8–9 M–1, тоді як для екра-
нованих або недоступних триптофанілів значення KSV знижуються. Таким чином, 
агоніст добутамін у разі зв’язування з МЕ підвищує екранованість триптофанілів 
і, відповідно, знижує ефективність гасіння їх акриламідом, що вказує на стабілі-
зацію протеїнової конформації за рахунок гідрофобних взаємодій. Однак при цьо-
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му кількість доступних для акриламіду триптофанілів дозозалежно збільшується 
в тому самому діапазоні концентрацій добутаміну (з 45 до 77%). Але за взаємодії 
добутаміну в концентраціях 10-8 та 10-7 М з МЕ частка доступних для гасіння трип-
тофанових залишків протеїнів зменшується відповідно в середньому на 24 та 17% 
відносно контролю, що, вірогідно, спричинено неспецифічним зв’язуванням добу-
таміну з протеїнами МЕ при високих його концентраціях. На відміну від добута-
міну, атенолол дозонезалежно знижує ефективність гасіння акриламідом у всьому 
діапазоні концентрацій і кількість доступних для гасника триптофанілів.

Наявність відмінностей в параметрах флуоресцентного зондування МЕ свід-
чить про специфічність відповідних змін їхньої просторової організації за взає-
модії агоніста і антагоніста бета1-адренорецепторів з МЕ.

IDENTIFICATION
OF 3H-NAPHTHO[1,2,3-DE]QUINOLINE-2,7-DIONES
AS HUMAN PROTEIN KINASE ASK1 INHIBITORS

VoLyNEtS G. P., bDZHoLA V. G., yArMoLUK S. M.

Institute of Molecular biology and Genetics,
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: galina.volinetc@gmail.com

The recent studies have revealed the involvement of protein kinase ASK1 in pathogene-
sis of various human diseases. ASK1 is the critical signaling molecule for Ang II–induced 
cardiac hypertrophy and remodeling. ASK1 plays an essential role in oxidative-stress in-
duced hepatocyte death and in ischemia-induced angiogenesis in vivo. Thus, ASK1 may 
be an attractive therapeutic target to overcome these pathologies.

The main aims of our work are to identify potent and selective inhibitors of ASK1 and 
to predict binding mode for these ligands.

The in silico approach is an important part of rational design of protein kinase inhibi-
tors. In our work, for receptor-ligand flexible docking we have used the system based on 
DOCK 4.0 package. The virtual screening experiments were performed targeting the ATP 
binding site of ASK1 by browsing the database contained 164 840 compounds of diverse 
chemical classes. The best-scored candidates have been taken for the kinase assay analy-
sis. In vitro testing revealed that derivatives of �H-naphtho[1,2,�-de]quinoline-2,7-dione 
exhibited inhibitory activity against ASK1. The most active compound inhibited ASK1 in 
a dose-dependent manner with IC50 � μM. Selectivity of compound was estimated in the 
reactions with ASK1, Aurora A, ROCK, FGFR1, c-Met, JNK�, CK2 and Tie2 human 
kinases.

The in silico analysis of the complexes of ASK1 with inhibitors indicated, that com-
pounds with substituents providing hydrogen bonding capability with hinge region of ASK1 
ATP-binding site, were more potent inhibitors. The core structure of this compounds can 
be used for further optimization and discovering more potent and selective inhibitors of 
ASK1.
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оДЕРЖаннЯ Та ХаРаКТЕРИСТИКа
інСУліноВоГо РЕцЕПТоРа іЗ ПлаЗМаТИЧнИХ

МЕМБРан КліТИн ПЕЧінКИ ЩУРіВ

ГАЛеНОВА Т. І., КОНОПеЛьНюК В. В., ЦУДЗеВич Б. О.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: galenovatanya@rambler.ru

Інсуліновий рецептор – складний трансмембранний глікопротеїн, основ-
на функція якого є проведення гормонального сигналу, через який реалізуються 
основні біологічні ефекти інсуліну. Зниження активності інсулінового рецептора 
призводить до порушення сигнальної трансдукції і може бути причиною розвитку 
різноманітних патологічних станів. Пошук можливих причин порушення функ-
ціонування інсулінового рецептора є актуальною проблемою сучасної клінічної 
біохімії. 

Метою даної роботи було виділення та характеристика інсулінового рецептора 
з плазматичних мембран клітин печінки щурів.

Очищення інсулінового рецептора проводили методом афінної хроматографії 
на колонці з інсулін-сефарозою. Інсулін-сефарозу синтезували, використовуючи 
комерційний препарат інсуліну (Sigma) і BrCN-сефарозу (Sigma). У роботі викорис-
товували білих нелінійних щурів масою 250–�00 г. Плазматичні мембрани клітин 
печінки щурів одержували методом диференційного центрифугування, після чого 
проводили солюбілізацію у 0,05 М тріс-HCl буфері, рН 7,4, у присутності 1% трито-
ну Х-100. Одержаний матеріал наносили на колонку з інсулін-сефарозою об’ємом 
� мл у 0,05 М трис-НС1 буфері, рН 7,4 зі швидкістю 0,� мл/хв. Неспецифічно 
зв’язані протеїни відмивали тим самим буфером, який містив 1 М NaCl. Елюцію 
зв’язаного матеріалу проводили, використовуючи 0,05 М ацетатний буфер, рН 5,0, 
який містив 1 М NaCl. Вміст протеїну у фракціях визначали методом Бредфорд. 
Проби, які містили протеїн було перевірено на тирозинкіназну активність, яку 
оцінювали методом iмунно-ензимного аналізу з використанням наборів реактивів 
фірми Sigma. 

Одержаний інсуліновий рецептор за данними диск-електрофорезу у поліакрил-
амідному гелі у присутності додецилсульфату натрію був електрофоретично гомо-
генним. Питома активність інсулінового рецептора складала 144,6 пмоль Рн /хв на 
1 мг протеїну. Зважаючи на те, що плазматичні мембрани у своєму складі містять 
різні ензими, які виявляють тирозинкіназну активністю, одержаний препарат було 
перевірено на чутливість до інсуліну. Встановлено зростання тирозинкіназної ак-
тивності матеріалу елюату у � рази у присутності інсуліну порівняно з базальним 
рівнем активності. Неспецифічнозв’язані протеїни також виявляли тирозинкіназну 
активність, яка у присутності інсуліну залишалася на базальному рівні, що може 
свідчити про відсутність інсулінового рецептора у складі незв’язаного матеріалу.

Одержання інсулінового рецептора дозволяє детальніше вивчити протеїн-про-
теїнові взаємодії в механізмах проведення інсулінового гормонального сигналу як 
за нормальних умов, так і при різних патологічних станах.
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ДоСліДЖЕннЯ Ролі ніКоТИноВИХ ацЕТИлХоліноВИХ 
РЕцЕПТоРіВ У ФУнКціонУВанні МіТоХонДРіЙ

ГеРГАЛОВА Г. Л., ЛиХМУС О. ю., СКОК М. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: fanik2000@yahoo.com

Нікотинові ацетилхолінові рецептори (нАХР) опосередковують швидку синап-
тичну передачу в автономних гангліях та нервово-м’язових з’єднаннях. У незбуд-
ливих клітинах вони регулюють базові життєві функції, такі як проліферація і 
виживання, в тому числі пов’язані з діяльністю мітохондрій. Мітохондрії забезпе-
чують енергетичні потреби клітини, а також регулюють вміст внутрішньоклітин-
ного Са2+ та ініціюють процеси апоптозу. В деяких клітинних моделях нікотин має 
антиапоптотичний ефект, який зменшується антагоністами нікотинового ацетил-
холінового рецептора. Такі дані свідчать про участь нАХР в діяльності мітохонд-
рій. Методами протокової цитофлуориметрії, електронної мікроскопії та Сендвіч-
імуноферментного аналізу з використанням ФІТЦ-міченого альфа-кобратоксину 
та антитіл проти різних субодиниць нАХР ми показали, що зовнішня мембрана 
мітохондрій, виділених із печінки мишей, містить α7-вмісні нАХР. Модифікований 
варіант Сендвіч-аналізу дозволив визначити, що нАХР знаходиться у тісному фі-
зичному зв’язку з маркером зовнішньої мембрани мітохондрій, потенціалзалежним 
аніонним каналом (VDAC). Для з’ясування функцій α7 нАХР в мітохондріях було 
проведено серію досліджень із визначення транспортування Са2+ та підтримання 
мембранного потенціалу мітохондрій у присутності агоністів та антагоністів цього 
субтипу нАХР.

Експерименти на фракції ізольованих мітохондрій печінки проводили з ви-
користанням проточного цитофлуориметра COULTER EPICS XL. За допомогою 
кальційчутливого флуоресцентного зонду Fluo �AM встановлено  зниження нако-
пичення Са2+ мітохондріями у присутності природних агоністів α7 нАХР холіну 
та ацетилхоліну, синтетичного агоніста PNU 282987 та конкурентного антагоніста 
метиллікаконітину. Аналогічно впливає на мітохондріальне транспортування Са2+ 
DIDS – специфічний інгібітор VDAC. За допомогою потенціалчутливого флуорес-
центного зонду TMRM було показано, що внесення  в середовище інкубації Са2+ 
зумовлює дисипацію мембранного потенціалу мітохондрій. Додавання як агоністів, 
так і антагоністів α7 нАХР не призводить до суттєвої модуляції падіння потенціа-
лу, не зважаючи на зниження накопичення Са2+ мітохондріями, визначене вище.

Потенціалзалежні аніонні канали (VDAC) регулюють транспортування іонів, 
заряджених як позитивно, так і негативно, в міжмембранний простір мітохонд-
рій. Одержані нами дані свідчать про те, що α7 нАХР стерично і функціонально 
зв’язаний з VDAC у зовнішній мембрані мітохондрій. Зміни в конформації та/або 
іонній провідності α7 нАХР при зв’язуванні специфічних лігандів (як агоністів, 
так і антагоністів) пригнічують транспорт Са2+ через зовнішню мембрану мітохонд-
рій, можливо, впливаючи на іонну селективність VDAC. 
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ВПлИВ КлаСТЕРнИХ СПолУК РЕніЮ
на ВЗаЄМоДіЮ анТИГЕн–анТИТіло

ГОРІЛА М. В., ЩеРБиНА Т. В., ЯНчеНКО О. С.,
ФеДОРиЦьКА С. М., КЛеНІНА І. В., шТеМеНКО Н. І.

Дніпропетровськиий національний університет імені Олеся Гончара, Україна;
e-mail: gorelaya@ukr.net

Кластерні сполуки ренію виявлють протипухлинну, антиоксидантну та анти-
гемолітичну активність. Особливу увагу приділено нетоксичним і малотоксичним 
сполукам, серед яких є кластерні сполуки ренію. Важлива частина введення нових 
препаратів у медичну практику – вивчення їхніх імуномодулюючих властивостей. 
Дослідження взаємодії сполук ренію із протеїнами за допомогою сучасних іму-
нохімічних методів надає можливість виявити особливості їхнього зв’язування з 
компонентами живого організму, механізм детоксикації та ін. Метою роботи було 
з’ясування закономірностей впливу групи комплексних сполук ренію на реакції 
антиген–антитіло за допомогою імунохімічних методів та порівняння даних щодо 
різних ксенобіотиків.

У всіх експериментах із застосуванням кластерних сполук ренію не спостері-
галося відсутності або часткового розчинення імунопреципітатів порівняно з конт-
рольними дослідами, що були проведені без кластерних сполук. 

Досліджувані комплексні сполуки ренію можна умовно поділити на чотири 
групи згідно з характером їхнього впливу на імунохімічні реакції. Перша група 
складається з індиферентних сполук, що майже не впливають на імунохімічні 
взаємодії. До другої групи належать сполуки, що мають незначний пригнічую-
чий вплив на взаємодію антиген–антитіло (дихлортетра-μ-(і-бутират)диреніум(ІІІ) 
та тетрахлор-μ-(γ-амінобутират)диреніум(ІІІ)хлор та ін.). До третьої групи входять 
сполуки, що мають значну пригнічуючу дію, зокрема цезієвий комплекс диренію 
та цис-платин. До четвертої групи сполук, що активують імунохімічні взаємодії, 
включено адамантанові комплекси ренію. У кожній групі сполук ренію побудова-
но ряди активності. Остання четверта група стимулюючих сполук є найцікавішою 
та, на нашу думку перспективною, як у плані отримання в майбутньому нових 
лікарських препаратів, так і у плані використання речовин – підсилювачів іму-
нохімічних взаємодій у фундаментальних дослідженнях. Адамантанові комплекси 
ренію активували імунохімічні взаємодії в середньому на 20% порівняно з конт-
ролем. 

Вірогідно, що комплексні сполуки  ренію координуються з молекулами про-
теїнів: через імідазольне кільце амінокислоти гістидину, через сірковмісні зв’язки 
амінокислот цистеїну і, можливо, метіоніну.
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ВіРоГіДні МЕХаніЗМИ ВЗаЄМоДіЇ
КлаСТЕРіВ Re(ііі) іЗ ДнК

1ДеНиСОВ е. М., 2ЄГОРОВА Д. Є., 1КОНОНОВА Г. С.,
1ПОЛОХІНА К. В., 1шТеМеНКО Н. І.

1Дніпропетровський національний університет імені Олеся Гончара, Україна;
2Український державний хіміко-технологічний університет,

Дніпропетровськ, Україна;
e-mail: ernest.denisov@yandex.ua

У попередніх дослідженнях (Shtemenko N.I. et al., 2007–2008) встановлено, що 
кластери Re(ІІІ) виявляють протипухлинні та антиоксидантні властивості як ін-
дивідуально, так і в системі Re-Pt у вигляді наноліпосомних форм. Вважається, що 
почверний зв’язок ренієвих кластерів є пасткою для вільних радикалів, завдяки 
чому система має кращі показники, ніж застосування її складових окремо. Проти-
пухлинний ефект кластерів Re(ІІІ) може пояснюватись їх взаємодією з молекулою 
ДНК. Метою роботи було дослідити можливі механізми взаємодії кластерів Re(ІІІ) 
з ДНК. 

Вивчалися криві плавлення ДНК на основі змін оптичної щільності розчинів 
ДНК під час переходу від нативного стану до денатурованого. Досліджувалися 
похідні нуклеїнових основ, зразки ДНК, виділеної з тимусу теляти (Serva, Ні-
меччина), з сім’я лосося (Serva, Німеччина) та ДНК з печінки щурів лінії Wistar. 
Щурів лікували препаратами кластерів Re(ІІІ) та системою Re-Pt на основі моделі 
гострого гепатозу та за його відсутності. Досліджували як зразки розчинів чис-
тої ДНК, так і розчини ДНК, на які in vitro впливали кластерами Re(ІІІ), cPt, та 
системою Re-Pt. Одержані результати свідчать про можливість взаємодії кластерів 
Re(ІІІ) з молекулою ДНК як у разі додавання сполук ренію та системи Re-Pt в 
розчин нуклеїнової кислоти, так і за введення цих препаратів піддослідним щурам 
in vivo.

 Припустимий характер утворення ДНК/ренієвих аддуктів заснований на де-
тальному вивченні взаємодії аналогічних кластерів родію з азотистими основами, 
моно-, ди- та олігонуклеотидами (Chifotides H., Dunbar K., 200�, 2005). Характе-
ристика одержаних нами кривих плавлення ДНК дає можливість припустити ут-
ворення як міжланцюгових, так і внутрішньоланцюгових аддуктів. Вірогідним є 
переважне формування аддуктів з пуриновими основами по екваторіальним поло-
женням кластерів (Shtemenko A.V, Shtemenko N.I. et al, 2009). Показана бідентатна 
координація 9-МеtА по екваторіальному положенню кластеру Re(ІІІ) через N1/N6 
атоми. Для 9-MetG встановлено монодентатну координацію по аксіальному поло-
женню кластеру Re(ІІІ) через N1 атом. Останнє положення потребує подальших 
досліджень.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



64 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

ЕКСПРЕСіЯ ГЕніВ ІФнАР1 і ІФнАР2,
ЯКі КоДУЮТь СУБоДИнИці РЕцЕПТоРа

інТЕРФЕРонУ альФа, У КліТИнаХ ПЕЧінКИ
ПіД ЧаС ЇЇ РЕГЕнЕРаціЇ 

ДРАГУЩеНКО О. О., СЛОНчАК А. М., ОБОЛеНСьКА М. ю.

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: lenadraguschenko@mail.ru

Роботу виконано в рамках дослідження ролі інтерферону альфа (ІФНα) в за-
пуску регенераційного процесу в печінці щурів після часткової гепатектомії (ЧГЕ). 
ІФНα слушно вважається антипроліферативним агентом, і його участь в переході 
клітин від спокою до проліферації видавалася малоймовірною. Враховуючи те, що 
ІФНα є компонентом неспецифічного вродженого імунітету, який першим від-
повідає на подразники різної природи, в нашій лабораторії було висунуто гіпотезу 
щодо участі ІФНα в запуску відновлювального процесу і вперше доведено, що його 
експресія стрімко зростає після ЧГЕ і стрімко спадає після розтину черевної по-
рожнини (лапаратомії, ЛАП), яка не супроводжувалась ушкодженням печінки. 

Сигнал від ІФНα, зв’язаного на поверхні клітини з рецептором – димером 
субодиниць ІФНАР1 і ІФНАР2, передається через STAT-залежний шлях, STAT-
незалежні CRK- і MAP-каскади і через PI�-кіназний шлях, зумовлюючи плейот-
ропний характер дії цитокіна. Комплекс ІФНα-рецептор  інтерналізується, під-
дається деградації, і клітина синтезує або тимчасово не синтезує нові субодиниці 
рецептора.  

Метою роботи було дослідити в гепатоцитах і клітинах Купфера, виділених із 
печінки щурів після ЧГЕ і ЛАП, експресію генів ІФНАР1 і ІФНАР2, які кодують 
дві субодиниці рецептора ІФНα. ЧГЕ і ЛАП моделюють, відповідно, перехід клітин 
від спокою до проліферації та тканиноспецифічну реакцію гострої фази з боку пе-
чінки у відповідь на ушкодження будь-якої  природи та локалізації, яке не зачіпає 
печінки. Реакція гострої фази не супроводжується проліферацією клітин.  

Гепатоцити та клітини Купфера були виділені з печінки щурів через 1, �, 6 та 
12 год після класичних операцій ЧГЕ (видалення 2/� печінки) і ЛАП. Тотальну 
РНК виділяли за методом Хомчинського. Вміст мРНК ІФНАР1 та ІФНАР2 ви-
значали кількісною реакцією зворотної транскрипції – ланцюговою полімеразною 
реакцією в реальному часі (кЗТ–ПЛР). 

Результати. ІФНАР1 мРНК і ІФНАР2 мРНК суттєво не відрізняються між со-
бою за вмістом в тотальній РНК гепатоцитів і клітин Купфера, виділених з інтакт-
ної печінки. Виявлено однакову динаміку зміни кількості мРНК обох субодиниць 
ІФНАР в одному типі клітин, що свідчить про узгоджену регуляцію експресії їхніх 
генів. Також виявлено клітиноспецифічність експресії генів субодиниць рецептора 
ІФНα у відповідь на проведені дві операції (ЧГЕ та ЛАП). Після ЧГЕ в гепатоци-
тах вміст мРНК ІФНα та обох субодиниць його рецептора змінюється несуттєво 
порівняно з їхнім початковим вмістом. В клітинах Купфера рівень мРНК ІФНα, 
ІФНАР1 та ІФНАР2 значно і короткочасно зростає, перевищуючи вихідний рівень 
більш ніж у � рази вже через 1 годину після операції, і знижується до вихідно-
го рівня в інтервалі між � і 12 годинами. Після ЛАП в гепатоцитах послідовно 
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підвищується вміст ІФНАР2 мРНК у 2–� рази протягом �–6 год і з деяким від-
ставанням вміст ІФНАР1 мРНК у 1,5 раза через 6 год після операції. Через 12 год 
після ЛАП рівень мРНК обох субодиниць знижується до і навіть нижче вихідного 
рівня. В клітинах Купфера, на відміну від гепатоцитів, вже через 1 год після ЛАП 
спостерігається значне збільшення рівня ІФНАР1 і ІФНАР2 мРНК – у 5 і 7 разів 
відповідно. А протягом наступних 11 год вміст мРНК обох субодиниць поступово 
знижується до вихідного рівня. В клітинах обох типів ЛАП призводить до стрім-
кого зниження вмісту ІФНα мРНК.

Таким чином, клітини Купфера, які є основними продуцентами ІФНα в печін-
ці, реактивніші щодо експресії генів ІФНАР1 і ІФНАР2, ніж гепатоцити у відповідь 
на ЧГЕ і ЛАП. Підвищена експресія генів ІФНАР1 і ІФНАР2 в клітинах обох типів 
вираженіша після ЛАП, ніж після ЧГЕ, і корелює із різким спадом експресії гена 
ІФНα. Короткочасне підвищення рівня експресії генів ІФНАР1 і ІФНАР2 у клітинах 
Купфера після ЧГЕ збігається з підвищенням експресії гена ІФНα і також передує 
стрімкому спаду в експресії останнього. Обговорюється питання щодо негативного 
взаємовідношення між експресією генів, які кодують ІФНα і його рецептор. 

УМоВИ оКИСноЇ МоДИФіКаціЇ аКТоМіоЗИнУ

1ЄВТУшеНКО Н. В., 1ОМеЛьЯНюК В. С., 2БОГУЦьКА К. І.

1НДІ фізіології біологічного факультету Київського національного 
університету імені Тараса шевченка, Україна;

2Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
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Зважаючи на неспецифічне підвищення рівня вільнорадикального окислен-
ня при багатьох патологічних станах, останнім часом активно вивчається окисна 
модифікація протеїнів. Так, проведено окисну модифікацію альбумінів та іму-
ноглобулінів і визначено структурно-функціональні зміни, спричинені впливом 
вільних радикалів. Карбонільні сполуки, які є результатом окислення, реагуючи 
з 2,4-динітрофенілгідразином (ДНФГ), утворюють похідні 2,4-ДНФГідрозони. Їх 
реєструють при різних довжинах хвиль – від 260 до 550 нм.

Окисна модифікація актоміозину, який є зручною моделлю для вивчення 
м’язового скорочення, не проводилась. Тому метою роботи було підібрати умови 
проведення окисної модифікації актоміозину скелетних м’язів кроля. 

Для окислення актоміозину ми застосували метод метал-каталітичного окис-
лення (МКО) в системі in vitro, запропонований О. Ю. Дубініною та співавторами, 
з використанням реактиву Фентона, який складався з двовалентного заліза та пер-
оксиду водню.  

Нами було вивчено вплив іонів заліза на швидкість процесів окислення при 
різних концентраціях актоміозину. Виявлено, що реакція МКО досягає максимуму 
при концентрації актоміозину 0,2–0,5 мг/мл. У подальшій роботі використовували 
0,2 мг/мл актоміозину.

Було показано, що ступінь окислення актоміозину збільшується у разі підви-
щення концентрації іонів заліза з 0,001 до 0,1 мМ у пробі. Подальше збільшення 
концентрації Fe2+ значним чином не впливає на ступінь окислення актоміозину. 
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Це дозволяє припустити, що з метою прискорення процесів окисної модифіка-
ції актоміозину доцільно використовувати іони заліза в концентрації від 0,001 до 
0,1 мМ. Реакцію проводили протягом 15 хв.

Отже, внаслідок проведених досліджень встановлено, що інкубаційна суміш 
об’ємом � мл, що містить 20 мМ трис-НСl, рН 7,5, актоміозин, 2,1 мкМ FeSO4  та 
0,044 мкМ Н2О2, є оптимальним середовищем для проведення окислювальної мо-
дифікації актоміозину скелетного м’яза кроля. 

ПоШУК ВПлИВУ ПлаЗМіноГЕнУ на аГРЕГаціЙнУ
ЗДаТніСТь ТРоМБоцИТіВ лЮДИнИ

жеРНОСЄКОВ Д. Д., ЗОЛОТАРьОВА е. М., РОКА-МОйЯ Я. М.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: dandetiger@ukr.net

На модельних системах було експериментально показано, що плазміноген зда-
тен зв’язуватися з поверхнею неактивованих тромбоцитів. Така здатність підси-
люється під впливом агоністів тромбоцитарної агрегації, а саме АDP та тромбіну. 
Проведені експерименти дозволили визначити, що взаємодія тромбоцитів із плаз-
міногеном відбувається завдяки адгезивному протеїну інтегринового сімейства 
ГП ІІвІІІа. Цілком імовірно, що цей інтегриновий протеїн, який розташований на 
поверхні тромбоцитів, зв’язує плазміноген через фібриногенові містки, хоча деякі 
автори не виключають можливості безпосереднього контакту ГП ІІвІІІа з молеку-
лою плазміногену. Зв’язок фібриногену з інтегриновими молекулами здатен спри-
чинити певні конформаційні зміни у структурі цього протеїну. Такі зміни відкри-
вають можливості для експонування сайтів зв’язування плазміногену на поверхні 
фібриногенової молекули. 

Фізіологічна роль зв’язування плазміногену з тромбоцитами може бути різно-
спрямованою. З одного боку, зв’язування плазміногену з тромбоцитами за допо-
могою фібринових містків може сприяти процесу агрегації. З іншого боку, як це 
відомо з джерел літератури, під час активації плазміногену утворюється плазмін, 
який руйнує рецептор ГП Ів на поверхні тромбоцитів і не дає змоги фактору Віл-
лебрандта утворити адгезивні контакти. У цьому разі можливий негативний вплив 
на процес агрегації. Який саме процес буде відбуватися in vivo залежить від кон-
центрації компонентів фібринолітичної  та коагуляційної систем. 

Таким чином, дослідження впливу різних форм плазміногену на агрегацію 
тромбоцитів може бути перспективним напрямом досліджень, спрямованих на ви-
явлення механізмів взаємодії фібринолітичної та адгезивної систем гемостазу.
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ВПлИВ рн на ЕФЕКТИВніСТь ВИХоДУ ДнК
ПіД ЧаС КоМЕТноГо ЕлЕКТРоФоРЕЗУ

ЗАжиЦьКА М. О., АФАНАСьЄВА К. С., СиВОЛОБ А. В.
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Було досліджено ефективність виходу ДНК під час електрофорезу ізольованих 
клітин за лужних та нейтральних умов. Під час електрофорезу в денатуруючих 
умовах ефективність виходу ДНК залежить від попередньої інкубації в лужному 
буфері. Оскільки рекомендований час попереньої інкубації в лугу варіює, обробку 
лугом проводили 10, 20 і 40 хв. Так, ефективність виходу є пропорційною поперед-
ній інкубації: у разі інкубації 10 хв частка комет збільшується повільно на перших 
хвилинах електрофорезу, а потім різко зростає і сягає 100% на 60 хв. Кінетика ви-
ходу ДНК після інкубації клітин у лужному буфері протягом 20 і 40 хв є подібною: 
частка комет різко зростає вже на 40-й хвилині електрофоретичного пробігу.  

На відміну від класичного лужного електрофорезу, у тому разі, коли кліти-
ни обробляються лугом, а потім піддаються електрофорезу за нейтральних умов, 
вихід ДНК взагалі не спостерігали навіть на пізніх хвилинах електрофорезу, неза-
лежно від тривалості попередньої інкубації в лужному буфері. В той самий час, у 
разі нейтрального електрофорезу без попереднього оброблення клітин лугом спос-
терігається утворення комет.

Експерименти з виходу ДНК в нейтральних умовах дали можливість встанови-
ти, що хвіст комети в інтактних клітинах формується за рахунок релаксованих пе-
тель ДНК, які закріплені на ядерному матриксі – cаме фіксація петлі на матриксі 
дозволяє ДНК формувати зону хвоста комети. Імовірно, оброблення клітин лугом 
призводить до порушення зв’язку петель із матриксом, після чого ДНК не здатна 
рухатися суцільним фронтом. Отже, під час електрофорезу в лужних умовах хвіст 
комети формується одноланцюговими лінійними фрагментами, які утворилися за 
рахунок розривів в апуринових/апіримідинових сайтах. 

Таким чином, механізми виходу ДНК за нейтрального та лужного кометного 
електрофорезу істотно відмінні. Нейтральний варіант слід визнати чутливішим 
методом для оцінки незначної кількості розривів у ДНК: достатньо одного одно-
ланцюгового розриву на петлю для полегшення її виходу за рахунок релаксації. 
Лужний електрофорез дозволяє виявити велику кількість денатурованих лінійних 
фрагментів, які з’являються як внаслідок власне розривів, так і індукції АП-сайтів. 
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ХРоМаТоГРаФіЧнЕ ДоСліДЖЕннЯ Та МолЕКУлЯРнЕ
МоДЕлЮВаннЯ ПРоцЕСУ КоМПлЕКСоУТВоРЕннЯ

БіС(ФоСФоно-2-ПіРИДИлМЕТИл)аМіно-КаліКС[4]аРЕнУ
З аДЕноЗИнТРИФоСФаТоМ Та аДЕноЗИнДИФоСФаТоМ
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Макроциклічні сполуки калікс[4]арени широко використовуються як плат-
форми для створення штучних рецепторів з метою розпізнавання та зв’язування 
в супрамолекулярні комплекси різноманітних субстратів, таких як амінокислоти, 
дипептиди, протеїни, холін, нуклеїнові основи, нуклеотиди та інші біомолекули. 
Субстрат-рецепторні взаємодії каліксаренів моделюють функції природних ен-
зимів і лежать в основі фізіологічної активності каліксаренів.

Мета роботи – дослідження процесу комплексоутворення 5,17-ди(фосфоно-
2-піридилметил)аміно-11,2�-ди-трет-бутил-26,28-дигідрокси-25,27-дипропокси-
калікс[4]арену С-107 з аденозинтрифосфатом (АТP) та аденозиндифосфатом (АDP) 
методами високоефективної рідинної хроматографії та комп’ютерного моделювання.

Встановлено, що КА каліксаренових комплексів з АТP і АDP у водних розчи-
нах становить �000–6000 М-1 відповідно. Молекулярне моделювання структури 
каліксарену С-107 і його комплексів з АТP і АDP здійснено методом молекулярної 
механіки (ММ+) та напівемпіричним квантово-хімічним методом  з використан-
ням програмного пакету Hyper Chem 8. У разі комплексоутворення спостерігається 
включення одного фосфонового залишку каліксарену в його порожнину. При цьо-
му утворюються внутрішньомолекулярні водневі зв’язки Р=О…Н-N між амінофос-
фоновими фрагментами. Групи NН2+ одного аміно-(2-піридил)метилфосфонового 
фрагмента молекули С 107 взаємодіють з γ- та β- фосфорильними залишками мо-
лекули АТP. Групи NН2+ другого аміно-(2-піридил)метилфосфонового фрагмента 
взаємодіють з α-фосфорильним залишком та гідроксилом дезоксирибози молекули 
АТP. В стабілізації комплексу, крім водневих зв’язків, значну роль відіграють і 
слабші взаємодії, а саме: π-π, ОН-π, NН2+-π. У разі стехіометричного комплексоут-
ворення С-107 з АТP γ-атом фосфору набуває більшої електрофільності внаслідок 
утворення водневих зв’язків, що, у свою чергу, може полегшувати каліксареніндуко-
ваний гідроліз зв’язку Рβ-О-Рγ. Дійсно, було доведено, що зазначений калікс[4]арен 
стимулює гідроліз АТP; вивчено кінетичні властивості цієї реакції. 

Одержані результати мають значення для подальшого розвитку уявлень про 
молекулярні механізми реакцій супрамолекулярного неензиматичного та ензима-
тичного гідролізу АТP, процесів АТP-залежного транспортування йонів Са в суб-
клітинних мембранних структурах, а також для створення на базі каліксаренів 
штучних каталізаторів, здатних гідролізувати АТP, а також АТP-чутливих сен-
сорів.
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ЗаКоноМіРноСТі ВПлИВУ ПЕРоКСИДаціЇ МЕМБРан
на Na+,К+-аТР-азу РіЗнИХ ТКанИн
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Для з’ясування можливості залучення Na+,K+-ATР-ази як мішені в механіз-
ми клітинної відповіді за окисного стресу була досліджена чутливість ензиму до 
пероксидації в мембранних препаратах з кори головного мозку, мозкового шару 
нирок та слизової оболонки товстої кишки щура. Показано, що у препаратах з 
мозку активність уабаїнрезистентного альфа1-ізоензиму Na+,K+-ATР-ази має вищу 
стійкість до окисної інактивації порівняно з уабаїнчутливим компонентом актив-
ності  альфа2- та альфа�-ізоензимів незалежно від пероксидної ліпідної деструкції 
мембран. 

Для подальшого з’ясування закономірностей окислення альфа1-ізоензиму 
Na+,K+-ATР-ази досліджували його чутливість до гідроген пероксиду в препаратах 
мембран з медулярного шару нирок з гомогенним (за типом каталітичної субоди-
ниці) ізоензимним складом. Na+,K+-ATР-азну активність визначали в пермеабілізо-
ваних мембранних препаратах після попередньої інкубації в середовищі генерації  
активних форм кисню як компонент АТР-азної активності, що інгібується уабаїном.

Гідроген пероксид у присутності есенціальних іонів Na+,K+-ATР-ази інгі-
бував ензиматичну активність у концентраційному діапазоні вище 0,1 мМ з 
I50 = 0,92 ± 0,1� мМ. Хелатування ЕГТО істотно запобігало окисній інактивації 
ензиму. Це вказує на наявність у механізмі окисного інгібування стадії генерації 
гідроксильних радикалів, що каталізується слідовою кількістю іонів двовалентних 
перехідних металів, проте також свідчить про високу стійкість альфа1-ізоензи-
му Na+,K+-ATР-ази до дії самого гідроген пероксиду. Сам по собі FeSO4 ефектив-
но інгібує ензиматичну активність у концентраційному діапазоні (0,5–20 мкМ) з 
I50 = 1,49 ± 0,1� мкМ. Таким чином, мембранозв’язаний ензим є сенсором, чутли-
вим до низьких концентрацій іонів Fe2+. У присутності мікромолярних концентра-
цій FeSO4 інактивація Na+,K+-ATР-ази відбувається навіть при фізіологічних кон-
центраціях Н2O2 (≥ 1 нM), ступінь інактивації визначається ефектом іонів заліза 
і є індикатором їхньої концентрації. Таким чином, наявність інактивації альфа1-
ізоензиму Na+,K+-ATР-ази нирок у наномолярному та мікромолярному діапазоні 
концентрацій Н2O2 свідчить про присутність іонів перехідних металів. Подібні 
загальні закономірності виявлено для Na+,K+-ATР-ази слизової оболонки товстої 
кишки. 

Стійкість альфа1-ізоформи Na+,K+-ATР-ази до дії гідроген пероксиду може 
мати фізіологічну важливість для функціонування ензиму за умов метаболічного 
стресу, а специфіка її окисного пошкодження може виявлятися під час розвитку 
певних епітеліальних патологій нирок та товстої кишки у разі гіперпродукції ок-
сидантів та інтоксикації металами.
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оДЕРЖаннЯ КоМПлЕКСУ D-ДИМЕРУ
ФіБРИнУ З Fab-ФРаГМЕнТаМИ МоноКлональнИХ
анТИТіл II-4d З МЕТоЮ лоКаліЗаціЇ цЕнТРУ «с»

ПоліМЕРИЗаціЇ ФіБРИнУ

КАПУСТЯНеНКО Л. Г., ГРиЦеНКО П. Г., ЛУГОВСьКОй е. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
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Раніше нами було знайдено, що у фрагменті фібрину Bβ12-46 центрального до-
мену Е знаходиться центр полімеризації «С», який разом із центром «А» (Aα17-19) 
бере участь у формуванні протофібрил і функціонує до відщеплення фібринопеп-
тидів В. Відомо, що фібриноген за спеціальних умов утворює фібриноподібні над-
молекулярні структури без відщеплення фібринопептидів A і B, тобто без міжмо-
лекулярної взаємодії центрів «А»-«а» та «В»-«в». Ця асоціація молекул фібриногену 
можливо здійснюється за рахунок взаємодії «C»-«c». Ми вважаємо, що центри «С» 
та «с» експоновані в молекулі фібриногену та не потребують активації тромбіном, 
але афінність їхнього зв’язування недостатня для здійснення полімеризації фібри-
ногену за фізіологічних умов. 

Раніше E. V. Lugovskoy et al. за допомогою моноклональних антитіл II-4d пока-
зали, що в NH2-кінцевій частині γС-домену фібрину знаходиться невідомий раніше 
центр полімеризації, який бере участь у побудові протофібрил. Тому ми припус-
каємо, що центр «с», комплементарний центру «С», або його головний структурний 
фрагмент знаходиться саме в цій частині γС-домену фібрину. Інформацію щодо 
амінокислотних залишків, які входять до складу центру «с», зміг би дати рентге-
ноструктурний аналіз фібриногену або D-димеру, співкристалізованих із пептида-
ми Вβ12-26 та Вβ26-46, які входять до складу центру «С», або із Fab-фрагментами 
монАТ II-4d, котрі гальмують формування протофібрил шляхом блокування свого 
епітопу, що імовірно збігається із центром «с».

З метою локалізації центру полімеризації «с» в D-домені фібрину людини, комп-
лементарного виявленому центру «С» в Е-домені, ми одержали комплекс D-димеру 
з Fab-фрагментами монАТ II-4d. Для цього 57 мкг D-димеру та �0 мкг Fab-фраг-
ментів в 1 мл 0,05 М амоній-ацетатного буфера pH 7,4; 0,1 М NaCl; 10-4 М CaCl2 
інкубували 2 год при +�7 °С. Потім проводили висолювання 100%-им (NH4)SO4 до 
50%-го насичення. Осад формувався протягом 42 год при +4 °С, далі центрифугу-
вали �0 хв при �600 g і +12 °С. Чистоту комплексу контролювали за допомогою на-
тивного електрофорезу (за Маурером). Одержаний препарат було відправлено для 
рентгеноструктурного аналізу в лабораторію професора Russell Doolittle (University 
of California, San Diego, USA). Одержані перші кристали даного комплексу.
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Hsp60-P70S6 KINASE INTERACTION
IN CARDIOMYOCYTES AT HEART FAILURE
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Molecular chaperones (Hsp) are known as cardioprotective proteins and key regula-
tors of apoptotic death or survival in cardiomyocytes. Hsp60, the main mitochondrial 
chaperone, is of special interest since recent data evidence for the location of 10-�0% of 
this protein in cytoplasm of cardiomyocytes.

Recently it has been shown on the cultured neonatal cardiomyocytes that molecular 
chaperone Hsp60 is capable to form complexes with proapoptotic proteins Bax and Bad, 
not allowing them to precipitate the apoptosis. The decrease in Hsp60 level in cardiomyo-
cytes resulted in translocation of Bax protein to mitochondria and launch of apoptosis.

On the other hand p70S6 kinase is one of the crucial protein  required for cell growth 
and G1 cell cycle progression. p70S6 kinase phosphorylates the S6 protein of the 40S 
ribosomal subunit and is involved in translational control. Recently the pro-apoptotic 
molecule Bad was identified as one of the main р70S6K targets phosphorylated on the 
Ser112- and Ser1�6-residues. 

We supposed that Hsp60 and p70S6K could form in vivo a complex which plays a 
crucial role in regulation of stress-induced apoptotic signal pathways in cardiomyocytes. 
Co-immunoprecipitation study firstly identified the in vivo interaction between Hsp60 
and p70S6K  in normal and human myocardium affected by dilated cardiomyopathy (the 
chronic stage of heart failure). The mechanism of such complexes formation should be 
elucidated. We presume that Hsp60 is a general connecting link in the regulation of car-
diomyocytes apoptotic signalling at heart failure progression. 

ВПлИВ ГіПоКСіЇ Та іШЕМіЇ на ЕКСПРЕСіЮ
цИРКаДіальнИХ ГЕніВ У КліТИнаХ ГліоМИ:

ЕФЕКТ БлоКаДИ ГЕна ERN1
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Молекулярні основи сигнальних систем, що визначають вищі рівні регуляції 
найважливіших метаболічних процесів у клітинах різних організмів поглиблено 
вивчаються протягом останніх десяти років. У першу чергу це регуляторні системи, 
що визначають циклічний характер перебігу основних процесів життєдіяльності та 
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поведінку організмів і які генеруються на молекулярному рівні циркадіальним го-
динником. Цей годинник являє із себе групу взаємопов’язаних між собою факторів: 
Per1 та Per2, Cry1 та Cry2, BMal1 та Clock, функція яких контролюється низкою 
протеїнкіназ та фосфатаз. Циркадіальні гени, основними з яких є clock, bMal1, 
Per1 і Per2, кодують синтез факторів транскрипції, які регулюють експресію досить 
великої групи генів сигнальної мережі і є ключовими регуляторами метаболізму 
як за норми, так і при багатьох патологічних станах. Встановлено, що при деяких 
захворюваннях мають місце порушення регуляції експресії низки циркадіальних 
генів, які можуть бути причетні також до виникнення та прогресії злоякісних пух-
лин. Відомо, що в умовах гіпоксії у клітинах активується адаптивна реакція для 
їхнього виживання, яка є комплексом внутрішньоклітинних сигнальних подій на 
порушення згортання протеїнів та накопичення їх в ендоплазматичному ретику-
лумі і які сприймаються сигнальним ензимом ендоплазматичний ретикулум-ядро-
1 (ERN1). Мета даного дослідження полягає у вивченні експресії мРНК низки 
циркадіальних генів у клітинах гліоми лінії U87 в умовах гіпоксії та за дефіциту 
глюкози або глютаміну, а також залежності експресії цих генів від експресії ERN1. 
Експресію мРНК циркадіальних генів у клітинах гліоми досліджували методом 
кількісної полімеразної реакції комплементарних ДНК, одержаних методом зво-
ротної транскрипції РНК.

Внаслідок проведених досліджень було встановлено, що рівень експресії мРНК 
циркадіального гена Per1 у клітинах гліоми посилюється в умовах гіпоксії та виро-
щування клітин у середовищі без глюкози. Крім того, рівень експресії мРНК Per1 
у цих клітинах у разі їхнього вирощування в середовищі без глутаміну суттєво не 
змінювався. Було показано, що виключення гена, який кодує синтез сигнального 
ензиму ендоплазматичний ретикулум-ядро-1, у клітинах гліоми посилює рівень 
експресії гена Per1, але знімає залежність експресії цього гена від гіпоксії і не змі-
нює ефект дефіциту глюкози у середовищі вирощування клітин на рівень експресії 
даного гена. В той же час, не виявлено суттєвих змін в експресії гена Per2 в умовах 
гіпоксії та у разі вирощування клітин у середовищі без глюкози або без глутаміну. 
Виключення гена ErN1 у клітинах гліоми посилює рівень експресії гена Per2 та 
призводить до зниження  його експресії в умовах гіпоксії. Встановлено, що екс-
пресія гена bMal1b у клітинах гліоми посилюється у разі виключення гена ErN1, 
суттєво активується в умовах гіпоксії, а у клітинах без ErN1 посилюється також в 
умовах гіпоксії і при дефіциті глюкози або глутаміну. Крім того, було встановлено, 
що рівень експресії мРНК циркадіального гена clock у клітинах гліоми знижуєть-
ся в умовах гіпоксії і не змінюється під час вирощування клітин у середовищі без 
глюкози або глутаміну, а у разі виключення гена ErN1 у клітинах гліоми рівень 
експресії мРНК clock посилюється. Експресія гена cry1 у клітинах гліоми зни-
жується в умовах гіпоксії та у разі виключення гена ErN1, але у клітинах без ErN1 
експресія гена cry1 в умовах гіпоксії не змінюється. Таким чином, рівень експресії 
циркадіальних генів у клітинах гліоми істотно змінюється за гіпоксії і моделях 
ішемії (дефіцит глюкози або глутаміну в середовищі культивування клітин) і зале-
жить від функції гена сигнального ензиму ендоплазматичний ретикулум-ядро-1.

СТРУКТУРА, ВЛАСТиВОСТІ ТА ФУНКЦІї БІОЛОГІчНиХ МАКРОМОЛеКУЛ...
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аКТИВаціЯ Та РЕДаГУВаннЯ
лЕЙцИн-ПоДіБнИХ аМіноКИСлоТ лЕЙцИл-тРнК

СИнТЕТаЗоЮ іЗ Thermus thermophilus

КОВАЛеНКО О. П., КРиКЛиВий І. А., ГУДЗеРА О. й.,
ТУКАЛО М. А.

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: mtukalo@imbg.org.ua

Лейцил-тРНК синтетаза здатна активувати амінокислоти, близькі за структу-
рою до лейцину. Механізми корекції, властиві лейцил-тРНК синтетазі, як і деяким 
іншим аміноацил-тРНК синтетазам, дозволяють редагувати помилкові аміноацил-
аденілати та/або аміноацил-тРНК, що додатково підвищує точність аміноацилу-
вання тРНКLeu. Метою дослідження було з’ясувати, наскільки ефективно відбу-
вається активація та редагування in vitro низки амінокислот, як протеїнових, так і 
непротеїнових, лейцил-тРНК синтетазою із t. thermophilus. Методом пірофосфат-
ного обміну визначено кінетичні константи реакції активації ізолейцину, валіну, 
метіоніну, цистеїну, норваліну, норлейцину та гомоцистеїну. Виявлено, що акти-
вація протеїнових амінокислот, за виключенням ізолейцину, відбувається з низь-
кою ефективністю (фактор дискримінації відносно лейцину перевищує ��00), тому 
ймовірність активації цих амінокислот лейцил-тРНК синтетазою не перевищує за-
гальної частоти помилок в амінокислотних послідовностях протеїнів. Непротеїнові 
амінокислоти та ізолейцин активуються досить ефективно, що потребує залучення 
додаткових механізмів корекції продуктів помилкової активації. 

Константи швидкості редагування помилкових аміноацил-аденілатів/аміно-
ацил-тРНК визначали за накопиченням у реакційній суміші АМP. Найшвидше 
відбувається редагування непротеїнових амінокислот – норваліну, норлейцину та 
гомоцистеїну. У разі протеїнових амінокислот спостерігали значно нижчі швид-
кості накопичення АМP, що особливо характерно для розгалужених амінокис-
лот – валіну та ізолейцину.

Для з’ясування ролі редагувального домену лейцил-тРНК синтетази у корек-
ції досліджуваних амінокислот використовували мутантну форму ензиму. Мутація 
D�47A ускладнює правильну фіксацію амінокислоти (незалежно від її специфіч-
ності) в активному центрі редагувального домену. Виявлено, що мутація призво-
дить до зниження швидкості редагування норваліну та норлейцину у 6–7 разів, 
цистеїну, метіоніну та валіну – у 2–� рази та не впливає на редагування ізолейци-
ну та гомоцистеїну. 

Одержані результати свідчать про те, що лейцил-тРНК синтетаза із t. thermophilus 
не здатна ефективно дискримінувати непротеїнові амінокислоти, схожі з лейци-
ном, а також ізолейцин на етапі активації їх, тому редагування цих амінокислот 
є необхідною умовою для підтримання точності аміноацилування тРНКLeu. Всі з 
досліджуваних амінокислот можуть бути відредаговані у разі помилкової активації 
їх, але редагування непротеїнових амінокислот відбувається значно швидше, ніж 
протеїнових. Правильна фіксація амінокислоти в активному центрі редагувально-
го домену є важливою умовою ефективного редагування норваліну та норлейцину, 
певною мірою впливає на редагування метіоніну, цистеїну та валіну і неважлива 
для редагування гомоцистеїну та ізолейцину.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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оЧИСТКа Та ХаРаКТЕРИСТИКа ліПіД-ТРанСФЕРноГо
ПРоТЕЇнУ СоСнИ ЗВИЧаЙноЇ

1КОВАЛьОВА В. А., 2ГУТ І. Т., 1ГУТ Р. Т.

1Національний лісотехнічний університет України, Львів;
2Лондонський університет, Велика Британія;

e-mail: romangout@yahoo.com

Ліпід-трансферні протеїни (LTP) – невеликі (7–9 кДа) позитивно заряджені 
(рІ~9) секреторні протеїни із характерною тривимірною структурою, утвореною 
чотирма спіралями, які формують внутрішню кишеню для зв’язування ліпідів. 
LTP здатні переносити in vitro жирні кислоти, фосфоліпіди, гліколіпіди та стерої-
ди між мембранами. Відомі такі посттрансляційні модифікації ліпід-трансферних 
протеїнів, як О-глікозилювання та ацилювання вищими жирними кислотами. До 
сьогодні залишається нез’ясованою роль LTP у фізіології рослин. Є факти, що 
свідчать про залучення LTP у процеси ембріогенезу в рослин, утворення кутину, в 
захисні реакції проти фітопатогенів та адаптацію до стресових чинників довкілля. 
LTP деяких рослин є сильними алергенами.

Метою нашої роботи було виділити ліпід-трансферний протеїн сосни звичай-
ної і дослідити його властивості. Для його очистки розроблено схему, яка включа-
ла наступні етапи: екстракція протеїнів із проростків сосни сульфатною кислотою, 
постадійне осадження їх сульфатом амонію, виділення фракції термостабільних 
протеїнів та іонообмінна хроматографія на фосфоцелюлозі у градієнті концентрації 
хлориду натрію. Внаслідок цих процесів отримано електрофоретично гомогенний 
препарат протеїну із молекулярною масою біля 12 кДа. Мас-спектрометричним 
аналізом триптичних пептидів встановлено приналежність очищеного протеїну до 
родини ліпід-трансферних протеїнів. 

Досліджено активність ліпід-трансферного протеїну сосни звичайної щодо 
фітопатогенних мікроорганізмів. Встановлено, що LTP сосни за концентрації 
8,4 мкг/мл на 50% пригнічує ріст фітопатогенного гриба Fusarium oxysporum.

Лектино-дот та Вестерн-блот аналізом із використанням кон’югатів лектин–
пероксидаза хрону показано, що LTP сосни звичайної взаємодіє із D-галактозоспе-
цифічними та N-ацетил-D-глюкозаміноспецифічними лектинами, що дає підстави 
припустити, що цей протеїн є глікозильованим.

Отже, нами вперше одержано в очищеному вигляді ліпід-трансферний протеїн 
із представника родини Pinaceae і виявлено його антифунгальні властивості. У 
подальшому планується клонувати ген LtP сосни звичайної, одержати рекомбі-
нантний аналог цього протеїну та дослідити його біохімічні, структурні та функ-
ціональні властивості.

СТРУКТУРА, ВЛАСТиВОСТІ ТА ФУНКЦІї БІОЛОГІчНиХ МАКРОМОЛеКУЛ...
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ВЗаЄМоЗВ’ЯЗоК МіЖ СТРУКТУРоЮ ТРоМБінУ
Та ЙоГо СТаБільніСТЮ

КОЛОДЗейСьКА М. В., СОКОЛОВСьКий В. А.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: olgagorn@yandex.ru

Вивчення дестабілізації і дезактивації тромбіну має фундаментальне значення 
для сучасної ензимології і клінічної медицини.

Нами представлено результати досліджень стабілізації молекули тромбіну низ-
кою амінокислот. З’ясовуючи механізм стабілізації ензиму амінокислотами вивче-
но його температурну інактивацію.

Знайдено, що більшість амінокислот характеризується тією чи іншою мірою 
захисною дією, сповільнюючи температурну інактивацію ензиму. Визначено від-
повідність між стабілізувальною дією амінокислот і специфічністю тромбіну. Най-
більше, порівняно з іншими амінокислотами, тромбін стабілізується L-аргініном 
та DL-лізином. Показано стабілізувальний вплив на цей фермент L-глутаміно-
вої кислоти, на відміну від дії останньої на трипсин, що зв’язано, очевидно, зі 
своєрідною структурою активного центру тромбіну, а саме наявністю аніонного 
зв’язувального центру, який містить Lys68, Arg72, Arg77 та інші. Винятком є підви-
щена стабілізація тромбіну такими амінокислотами, як фенілаланін, DL-серин, 
DL-метіонін.

Встановлено, що амінокислоти стабілізують тромбін, утворюючи сполуку з ре-
активним центром його молекули, подібно до сполук ензим–субстрат. Стабіль-
ність макроструктури значною мірою залежить від стану його реактивного центру: 
молекули тромбіну, які містять вільний реактивний центр, лабільніші, ніж ті, в 
яких реактивний центр зв’язаний з реагентом більш-менш специфічного характе-
ру. Іншим проявом стабілізації тромбіну амінокислотами може бути гальмування 
процесу автолізу.

ВЗаЄМоДіЯ ТРоМБінУ лЮДИнИ З оРГаніЧнИМИ
ліГанДаМИ іонноЇ ПРИРоДИ

КОЛОДЗейСьКА М. В., СОКОЛОВСьКий В. А.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: olgagorn@yandex.ru

Тромбін є алостеричним ензимом із прокоагулянтною та антикоагулянтною 
активністю, яка може бути модульована іонами натрію, тромбомодуліном та неве-
ликими синтетичними молекулами.

Досліджено взаємодію тромбіну з органічними лігандами іонної природи, які 
мають неполярні групи. Показано, що у разі зв’язування ензиму з лігандами ос-
новою є електростатична взаємодія, тоді як гідрофобне зв’язування відіграє дру-
горядну роль в реакції ензим–ліганд. Цей факт підтверджує відсутність взаємодії 
між тромбіном і риванолом, який має позитивний заряд і громіздку гідрофобну 
групу.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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Одержано нові дані щодо лігандної специфічності субстратзв’язувальної ділян-
ки активного центру тромбіну. Показано важливість кількості гідрофобних груп 
лігандів у взаємодії з ензимом.

Припускається, що зв’язування молекули тромбіну з органічними лігандами 
відбувається за рахунок аполярної ділянки зв’язування, що обумовлює гідрофобні 
взаємодії, а також за рахунок аніонної ділянки домену активного центру тромбіну, 
що має у своєму складі аніонзв’язувальну ділянку, в якій знаходяться основні амі-
нокислоти – аргінін, лізин. Показано, що сполуки, у складі яких є аніон SO�

2- та 
кілька рознесених у просторі громіздких гідрофобних груп, взаємодіють з ензимом 
інтенсивніше.

Вивчення взаємодії тромбіну з низкою органічних лігандів іонної природи дає 
цінну інформацію про природу взаємодії низькомолекулярних сполук із додатко-
вими ділянками активного центру молекули тромбіну та розширює підходи для 
створення унікальних антитромбінових агентів, необхідних для розвитку нових 
напрямів терапії.

ВТоРИнна СТРУКТУРа ДоМЕнУ PBS ГЕноМноЇ РнК Віл-1
В іЗолЯТаХ РіЗнИХ СУБТИПіВ

КОЛОМІЄЦь І. М., ЗАРУДНА М. І., ПОТЯГАйЛО А. Л., ГОВОРУН Д. М.
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e-mail: apotyahaylo@gmail.com 

Домен PBS, який є необхідним для ініціації зворотної транскрипції геномної 
РНК вірусу імунодефіциту людини (ВІЛ-1), містить PBS-сигнал (primer binding 
site) завдовжки 18 нт, що утворює дуплекс із �′-кінцевою частиною праймеру 
tRNA(lys�). У літературі припускається наявність додаткових місць зв’язування 
праймеру з доменом, зокрема із AAA та CCCUCA трактами або з PAS-сигналом 
(primer activating signal). Окрім того припускається, що два дуплекси домену PBS, 
один з яких містить PAS-сигнал, розпізнаються зворотною транскриптазою. Мо-
делі вторинної структури домену PBS є представленими в основному для ізолятів 
LAI/HXB2, NL4.� та MAL. 

Мета роботи полягала у дослідженні структури домену PBS геномної РНК 
ВІЛ-1 різних субтипів та рекомбінантних форм за допомогою моделювання вто-
ринної структури РНК та філогенетичного аналізу. Первинні послідовності про-
мРНК ВІЛ-1, які включають домен PBS, відбиралися з GenBank. Вторинну струк-
туру передбачували з допомогою програми mfold (M. Zuker).

Дослідження структури домену PBS у 1067 геномних РНК ВІЛ-1 показало, що 
у більшості ізолятів субтипів С та F, а також 75% ізолятів субтипів В та D домен 
PBS згортається у структуру з U5-шпилькою, а у більшості ізолятів субтипів A, G, 
A/E та A/G – із U5(AА)-шпилькою. Показано, що структура домену PBS розріз-
няється за наявністю шпильок U5, U5(AB) та U5(AA), експонуванням додаткових 
місць зв’язування праймеру та наявністю двох дуплексів, які розпізнаються зво-
ротною транскриптазою. Вперше показано, що в ізолятах із U5-шпилькою у домені 
PBS область, яка містить PBS-сигнал, утворює шпильку різної довжини (11–24 нт) 
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із вільною енергією від 4 до 10 ккал/моль, що може впливати на ефективність 
зв’язування праймеру. Окрім того, виявлено особливості структури U5-шпильки та 
нижньої частини домену PBS в ізолятах досліджених субтипів.

На основі одержаних даних зроблено висновок про те, що, незважаючи на 
високу гетерогенність первинної послідовності домену PBS, три додаткових місця 
зв’язування праймеру з доменом та дуплекс з PAS-сигналом є високо консерватив-
ними для всіх субтипів. Другий дуплекс, що розпізнається зворотною транскрип-
тазою, є консервативним для більшості ізолятів субтипів В, С, D та F. 

ліПіДИ Та аКТИВніСТь КальПаЇнУ В ГолоВноМУ
МоЗКУ ЩУРіВ

КОЛчиНСьКА Л. І., МАЛишеВА М. К.

Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ;
e-mail:luko@biph.kiev.ua

Кальпаїни – родина кальційзалежних протеїназ, які відіграють важливу роль 
у різноманітних фізіологічних та патофізіологічних процесах. Зважаючи на те, що 
концентрації кальцію, необхідні для активації обох найбільш розповсюджених 
форм кальпаїну, багаторазово перевищують концентрацію цього іона в нервових 
клітинах, а також на постійну присутність у клітинах специфічного протеїново-
го інгібітора – кальпастатину, вважається, що молекулярний механізм активації 
цього ензиму є досить складним. Було висунуте припущення, що кальпаїн пере-
ходить в активний стан тільки після приєднання до клітинних мембран, де підви-
щується його спорідненість до кальцію, а в цитоплазмі він постійно перебуває в 
неактивній формі. Однак в наших дослідах на субклітинних фракціях головного 
мозку щурів було показано, що питома активність кальпаїну в цитоплазматичній 
фракції головного мозку є набагато вищою, ніж в мембранних фракціях, і пере-
важна більшість сумарної активності кальпаїну знаходиться в цитоплазмі. Серед 
факторів, що здатні впливати на спорідненість ензиму до кальцію, а відтак і на 
його активність, ліпіди клітинних мембран вважаються одним із найважливіших, 
хоча наявні експериментальні дані з цього приводу досить суперечливі. Викорис-
товуючи як субстрат казеїн, мічений флуоресцентною міткою, ми показали, що 
детергенти тритон Х-100 та дигітонін  в концентрації 0,�% підвищують активність 
кальпаїну в мітохондріальній фракції головного мозку щурів, не впливаючи на 
його активність в цитоплазматичній фракції. Можливо, активний центр ензиму, 
вмонтованого в мембрану, стає доступнішим для субстрату. Ми вивчали також 
вплив фосфоліпідів, що входять до складу клітинних мембран, на активність каль-
паїну цитоплазматичної фракції головного мозку щурів. Фосфоліпіди викорис-
товували у вигляді суспензії моношарових або багатошарових везикул. Виявлено, 
що від’ємно заряджені фосфатидилсерин та кардіоліпін пригнічують активність 
кальпаїну цитоплазматичної фракції головного мозку, а позитивно заряджений 
фосфатидилхолін зумовлює невелику стимуляцію ензиматичної активності у при-
сутності субмаксимальних концентрацій кальцію. Ці ефекти не залежать від типу 
фосфоліпідних везикул. Можливо припустити, що у присутності субмаксималь-

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



78 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

них концентрацій кальцію відбувається взаємодія фосфатидилхолінових везикул 
із гідрофобною частиною протеїнової молекули кальпаїну, що приводить до його 
активації. Така взаємодія може бути дуже суттєвою для активації кальпаїну в клі-
тині. 

МоДИФіКаціЯ МЕТоДУ ВИЗнаЧЕннЯ
ТКанИнноГо аКТИВаТоРа ПлаЗМіноГЕнУ

КОНДРАТюК А. С., ДІОРДІЄВА С. І., ГРиНеНКО Т. В. 

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: biochimik@ukr.net

Визначення рівня тканинного активатора плазміногену (t-PA) належить до 
основних тестів клінічного дослідження стану системи гемостазу. Мета роботи: 
розробити спосіб визначення t-PA з використанням desAABB-фібрину як стиму-
лятора процесу активації. Принцип методу полягає в активації плазміногену тка-
нинним активатором на фібрині. Рівень t-PA визначається за амідолітичною ак-
тивністю утвореного плазміну.

Перевірено точність, відтворюваність, специфічність, межі визначення, ліній-
ність способу та побудовано стандартну калібрувальну криву для визначення t-PA 
у плазмі крові. Реакцію активації проводили в мікропланшетах при температурі 
�7 °С. Інкубаційне середовище містило: плазміноген 50 мкг/мл, фібрин-моно-
мер 120 мкг/мл, 5–10 мкл плазми крові, 0,� мМ S2251 та 0,05 М трис-НСl буфер, 
рН 7,4 з 0,15 NaCl. Рівень n-нітроаніліну вимірювали через 2 год за довжини хвилі 
405 нм.

Лінійна ділянка стандартної кривої відповідає вмісту тканинного активатора 
0,1–10 од. в 1 мл плазми, стандартне відхилення кожної з точок складає 0,15–10,7%. 
Нижня межа визначення активності дорівнює 0,1 од. в 1 мл плазми. Стандартне 
відхилення для трьох незалежно побудованих кривих складає менше �,5%. Зміна 
концентрації плазміногену в інкубаційному середовищі в межах від 10 до 50 мкг/мл, 
а також концентрація кальцію до 0,25 мМ не впливає на визначення активності. 

Висновки: розроблено модифікацію методу COASET t-PA, суть якої полягає у 
використанні desAABB-фібрину як стимулятора активації плазміногену. Аналі-
тичні характеристики запропонованого методу відповідають загальноприйнятим 
вимогам. Метод може використовуватися у клінічній та лабораторній практиці для 
визначення функціонально активного тканинного активатора плазміногену.
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ЗМінИ ЕКСПРЕСіЇ ТИРоЗИл-тРнК
СИнТЕТаЗИ В КаРДіоМіоцИТаХ МоДЕльнИХ

МИШЕЙ З ЕКСПЕРИМЕнТальноЮ
ДИлаТаціЙноЮ КаРДіоМіоПаТіЄЮ

КОНДРАТюК ю. ю., СиДОРиК Л. Л., КОРНеЛюК О. І.

Інститут молекулярної біології та генетики НАН України, Київ;
e-mail: kondratyuk_yulya@ukr.net

Дилатаційна кардіоміопатія (ДКМП) є однією з головних причин важкої сер-
цевої недостатності, при якій необхідна трансплантація серця через дилатацію 
шлуночків та втрату скоротливої функції. Причини серцевої дисфункції все ще 
невідомі, але вони є результатом змін експресії протеїнів у кардіоміоцитах. Відомо, 
що компоненти протеїнсинтезуючого апарату клітини можуть залучатися до про-
цесів виникнення та розвитку багатьох хвороб, від аутоімунних до ракових. Раніше 
було показано роль деяких аміноацил-тРНК синтетаз (триптофаніл-, лізил-, глі-
цил- та тирозил-тРНК синтетаз) у розвитку і прогресії системних аутоімунних за-
хворювань, таких як системний червоний вовчак, ревматоїдний артрит та поліміо-
зит. Вивчення можливої ролі цих протеїнів у розвитку серцево-судинних патологій 
з аутоімунними процесами, такими як інфаркт, ішемія або серцева недостатність 
є важливим як з фундаментальної, так із практичної точки зору. Метою даної ро-
боти було дослідження можливих змін рівня експресії тирозил-тРНК синтетази 
(TyrRS) в кардіоміоцитах модельних мишей із експериментальним захворюванням, 
подібним до дилатаційної кардіоміопатії людини.

Для вивчення змін рівня експресії TyrRS в динаміці захворювання була вико-
ристана експериментальна модель міозиніндукованого аутоімунного пошкодження 
міокарда мишей лінії Balb/c, подібного до ДКМП людини. Досліджувались на-
ступні групи тварин: контрольна (здорові миші лінії Balb/c) та експериментальна – 
через 1, 2, 4 місяці після індукції захворювання. Кількісний вміст TyrRS визначали 
методом Вестерн-блот аналізу сумарних лізатів сердець мишей.

Внаслідок проведених експериментів було виявлено зміни кількісного вмісту 
TyrRS у тканинах сердець мишей, починаючи із другого місяця після індукції за-
хворювання. Тобто одержані дані вказують на потенційну роль синтетази в розвит-
ку серцевих патологій. Обговорюється можлива роль тирозил-тРНК синтетази в 
адаптаційних змінах міокарда та участь молекулярних шаперонів за дії стресорних 
чинників.
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ИЗУЧЕнИЕ оСоБЕнноСТЕЙ ЭлЕКТРоФоРЕТИЧЕСКоГо
СоСТаВа ПРоТЕИноВ ТКанЕЙ ЧЕРноМоРСКИХ РЫБ

КОРОЛёВА А. В., ЗАЛеВСКАЯ и. Н., КОБЗАР М. А.

Таврический национальный университет им. В. и. Вернадского,
Симферополь, Украина;

e-mail: anna.undymiel@gmail.com 

Целью исследований явилось изучение электрофоретического состава протеи-
нов мышечной ткани донного вида рыб (морского ерша) в зависимости от уровня 
загрязнения среды обитания этих организмов, а также исследование возрастных и 
половых особенностей электрофоретических спектров мышечных протеинов мор-
ского ерша. 

Фракционный состав мышечных протеинов рыб изучали методом диск-элект-
рофореза. В ходе экспериментов было получено около двухсот электрофореграмм 
протеинов мышечной ткани, извлеченной у 65 морских ершей. Рассчитывали стан-
дартные среднестатистические электрофоретические спектры (ЭФ-спектры). Ста-
тистическая обработка данных производилась с помощью стандартной программы 
«EXCEL». 

В результате исследований были выявлены особенности электрофоретических 
спектров протеинов мышечной ткани морского ерша в зависимости от антропоген-
ной нагрузки на среду их обитания (разные бухты с разным уровнем загрязнения). 
Они особенно проявляются в различном распределении протеиновых фракций в 
ЭФ-спектрах, разной гетерогенности протеиновых зон, а также большим количест-
вом фракций и большей электрофоретической подвижности мышечных протеинов 
рыб, обитающих в более загрязненной акватории. Также установлены возрастные 
особенности протеинового состава мышечной ткани морского ерша, проявившие-
ся в увеличении количества фракций  и относительной электрофоретической под-
вижности в ЭФ-спектрах у более старших рыб, в значительной гетерогенности 
предстартовой и трансферриновой зон у рыб самых старших групп. В ходе качест-
венного и количественного анализа электрофоретических спектров протеинов мы-
шечной ткани исследуемых рыб не было выявлено половых различий, что может 
быть связано с особенностями метаболических процессов в организме рыб, кото-
рый готовится к размножению. Возможно, при изучении ЭФ-спектров организмов 
рыб в период покоя будут выявлены более резкие отличия, что будет изучаться в 
ходе дальнейших исследований.

Таким образом, изучение особенностей электрофоретического состава протеи-
нов мышц морского ерша показало различия в ЭФ-спектрах в зависимости от 
антропогенной нагрузки и  возраста рыб. Изучение этого вопроса может способст-
вовать оценке физиолого-биохимического состояния рыб и среды их обитания.
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РЕКоМБінанТні аналоГИ РоЗЧИнноЇ ФоРМИ
HB-EGF лЮДИнИ Та ЇХнЄ ЗаСТоСУВаннЯ

КОРОТКеВич Н. В., ГОНчАРеНКО А. М., ЛАБиНЦеВ А. ю.,
КОЛиБО Д. В., РОМАНюК С. І., КОМІСАРеНКО С. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ; 
e-mail: gnr.nata@gmail.com

Гепаринзв’язувальний фактор росту, що подібний до епідермального фактора 
росту – HB-EGF (від англ.: Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor), 
належить до родини епідермальних ростових факторів. HB-EGF синтезується у 
вигляді мембрано-заякореного попередника pro-HB-EGF, який під дією мембран-
них металопротеїназ здатен переходити у розчинну форму – sHB-EGF (soluble HB-
EGF). Зв’язування sHB-EGF з відповідним рецептором активує сигнальні шляхи, 
які відіграють вирішальну роль у регулюванні процесів проліферації та диферен-
ціації клітин, інгібуванні апоптозу, що є особливо важливим при злоякісних пере-
твореннях. Саме тому рекомбінантні аналоги цього фактора можна розглядати як 
потенційні компоненти лікарських засобів із регенеративною дією та як важливі 
інструменти фундаментальних досліджень.

Метою цієї роботи було одержати активний рекомбінантний аналог sHB-EGF 
людини в бактерійній системі експресії та дослідити його вплив на процеси мігра-
ції та диференціації клітин чутливих ліній in vitro.

Під час досліджень було проведено експресію рекомбінантого аналога sHB-EGF 
людини з кДНК, одержаної із клітин гістоцитарної лімфоми людини U9�7, оп-
тимізовано умови його виділення та очистки. Було показано, що одержаний аналог 
sHB-EGF зберігає здатність взаємодіяти з гепарином, а також В-субодиницею диф-
терійного токсину. Крім того, за допомогою флуоресцентних похідних sHB-EGF 
показана здатність цього фактора зв’язуватись із рецепторами чутливих клітин. 
Попередні дослідження біологічної активності рекомбінантного sHB-EGF підтвер-
дили його здатність стимулювати проліферацію та міграцію фібробластів. 

Таким чином, одержаний рекомбінантний sHB-EGF людини може бути ви-
користаний у фундаментальних дослідженнях, наприклад, для дослідження ме-
ханізмів реалізації біологічної активності HB-EGF, його участі у процесах дифе-
ренціації та міграції, а також у різних патологічних процесах, зокрема злоякісної 
трансформації. Також перспективним може бути дослідження здатності одержано-
го рекомбінантного sHB-EGF стимулювати регенеративні процеси в організмі. 

Автори висловлюють подяку пров.н.с., к.ф.-м.н. В. Ф. Горчеву та ст.н.с., к.т.н. 
О. Ю. Чуніхіну за допомогу у проведенні досліджень з використанням конфокаль-
ного мікроскопа та проточного цитофлуориметра.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



82 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

МоноКлональні анТИТіла, ЯКі РоЗПіЗнаЮТь
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ФіБРИнУ лЮДИнИ

КОСТючеНКО О. П., КОЛеСНІКОВА І. М., ЛиТВиНОВА Л. М.,
КОшеЛь Т. А., ЛУГОВСьКОй е. В.
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D-димер є молекулярним маркером розщеплення фібрину плазміном і фор-
мується за послідовної дії трьох ензимів: тромбіну, фактора ХІІІа та плазміну. 
Тромбін розщеплює фібриноген з утворенням фібрину і активує перетворення 
фактора ХІІІ у ХІІІа, який каталізує формування ковалентних  зв’язків між D-до-
менами у полімерному фібрині. Нарешті, плазмін розщеплює прошитий фібрин із 
звільненням продуктів деградації фібрину, в тому числі і D-димеру.

Мета роботи – одержати мноклональні антитіла (монАТ), специфічні до D-ди-
меру фібрину, які б розпізнавали іншу антигенну детермінанту, ніж раніше одер-
жані нами монАТ до D-димеру ІІІ-�В.

Як антиген було використано D-димер. Гібридизували клітини селезінки 
імунізованої миші та клітини мієломи Х6�-Аg8.65� у присутності 50% поліетилен-
гліколю. Клітини культивували на селективному поживному середовищі. Наяв-
ність специфічних антитіл визначали за допомогою тІФА. Позитивні гібридоми 
клонували методом кінцевих розведень. МонАТ виділяли на протеїн G-сефарозі.

Показано, що монАТ І-1D належать до ізотопу IgG1, КD для них з D-димером 
складає 5,0 ⋅ 10-10 М. Результати непрямого та конкурентного тІФА для монАТ І-1D  
свідчать про те, що ці антитіла добре реагують із D-димером, незначною мірою з 
D-фрагментом і не реагують із фібриногеном, фібрином desAABB та з Е-фрагмен-
том фібриногену. За допомогою імуноблот-аналізу з відновленим D-димером було 
показано, що монАТ І-1D реагують лише з β-поліпептидним ланцюгом.

Встановлено, що в конкурентному тІФА монАТ І-1D та раніше нами одержані 
монАТ ІІІ-�В не конкурують за місце зв’язування на молекулі D-димеру. Таким 
чином, їх можна застосувати для  кількісного визначення D-димеру у плазмі крові 
людини за допомогою бісайтового тІФА, імунохроматографічного та латексного 
методів.
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У процесі активації системи зсідання крові утворюється фермент тромбін, який 
перетворює фібриноген у фібрин дезАА, здатний до спонтанної полімеризації за 
рахунок міжмолекулярного зв’язування комплементарних сайтів «А» та «а». Надалі 
відбувається утворення протофібрил, перетворення їх у фібрили та в кінцевому ра-
хунку формується тривимірна сітка фібрину – каркас будь-якого тромбу. В останні 
роки підвищився інтерес до вивчення впливу каліксаренів на біохімічні процеси 
через здатність їх впливати на різні біохімічні процеси.

Метою нашої роботи було дослідити вплив каліксаренів на полімеризацію 
фібрину, а також на зсідання плазми крові людини. 

Турбідиметричним аналізом було показано, що каліксарени С-98, С-192, які 
містять відповідно два та чотири залишки метиленбісфосфонової кислоти, та С-145 
(натрієва сіль каліксарену С-192) специфічно гальмують полімеризацію фібрину з 
IC50 1,�⋅10-4, 0,5⋅10-6 та 2,5⋅10-6 M відповідно. Молярне співвідношення каліксарену 
С-192 до фібрину в середовищі полімеризації при цьому складає 1,7 до 1. 

За допомогою трансмісійного електронного мікроскопа встановлено, що калік-
сарен С-192 інгібує першу стадію полімеризації фібрину – побудову протофібрил з 
мономерних молекул. За допомогою HPLC дослідили утворення комплексу С-192 із 
синтетичним пептидом Gly-Pro-Arg-Pro, який імітує центр полімеризації фібрину 
«А» (Aα17-19), що залучається у процес формування протофібрил. Отже, інгібуюча 
дія С-192 відбувається за рахунок блокування вищезгаданого центру. 

Було досліджено інгібуючу дію каліксарену C-192 на зсідання плазми крові 
людини. Одержані дані показують, що С-192 вдвічі знижує протромбіновий індекс 
та частково активований тромбопластиновий час в нормальній плазмі крові люди-
ни при концентрації С-192 7,0⋅10-5 та 1,7⋅10-5 М відповідно. 

Таким чином, вперше показано, що каліксарен С-192 та його натрієва сіль С-145 
є специфічними інгібіторами полімеризації фібрину та зсідання плазми крові. Ці 
сполуки можуть бути використані як основа для розробки нового класу антитром-
ботичних препаратів.
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Відомо, що деякі двовалентні метали виявляють стимулюючу дію щодо міто-
хондріальної (Мх) пори неспецифічної проникності, а отже викликають набрякан-
ня Мх та вихід Ca2+ з них. Такі процеси супроводжуються значними морфо-функ-
ціональними порушеннями на рівні клітини та зрештою можуть призвести до її 
некротичної та/або апоптичної загибелі. Проте, низка питань щодо молекулярної 
природи Мх пори, її функціонування та взаємодії з ефекторами вивчені недо-
статньо. Метою даної роботи було встановити кінетичні характеристики взаємодії 
катіонів металів з Мх порою неспецифічної проникності та здійснити порівняль-
ний аналіз одержаних даних.

Дослідження проводили на ізольованих Мх печінки білих безпородних щурів, 
масою 180–250 г. Мх виділяли методом диференціального центрифугування. На-
брякання Мх реєстрували за допомогою спектрофотометра СФ-26 і оцінювали 
процес за латентним періодом, швидкістю та амплітудою. Реєстрацію виходу Са2+ 
з Мх здійснювали з використанням Са2+-селективного електрода Orion 9�-20 та 
оцінювали процес за швидкістю, тривалістю та амплітудою. Концентрацію міто-
хондріального протеїну визначали за методом Лоурі.

Підтверджено здатність Са2+, Сd2+ та Zn2+ до активації Мх пор неспецифічної 
проникності. 

Зі збільшенням концентрації доданого Са2+ (5–100 мкмоль/л) скорочується 
латентний період Са2+-індукованого набрякання Мх, зростає його швидкість, а 
амплітуда достовірних змін не зазнає. Залежність швидкості Са2+-індукованого 
набрякання Мх від концентрації доданого Са2+ описується степеневою функцією 
(максимальна швидкість (Vmax) та константа напівнасичення (К0,5) становили від-
повідно 0,609 од./хв на 1 мг протеїну і 19,848 мкмоль/л). Зі зростанням концентрації 
доданого Са2+ (10–150 мкмоль/л) збільшується швидкість та амплітуда Са2+-інду-
кованого виходу Са2+ з Мх, а його тривалість скорочується. Залежність швидкості 
Са2+-індукованого виходу Са2+ з Мх від концентрації доданого Са2+ описується 
параболічною кривою.

Зі збільшенням концентрації доданого Сd2+ (1–50 мкмоль/л) зростає швид-
кість та скорочується латентний період Сd2+-індукованого набрякання Мх, проте 
зменшується і його амплітуда. Залежність швидкості Сd2+-індукованого набрякан-
ня Мх від концентрації доданого Сd2+ описується степеневою кривою (Vmax та К0,5 
становить відповідно 1,084 од./хв на 1 мг протеїну і 7,276 мкмоль/л). Зі зростанням 
концентрації доданого Сd2+ (0,1–�,0 мкмоль/л) збільшується швидкість Сd2+-інду-
кованого виходу Са2+ з Мх, скорочується його тривалість, а амплітуда достовірно 
не змінюється. Залежність швидкості Сd2+-індукованого виходу Са2+ з Мх від кон-
центрації доданого Сd2+ описується параболічною функцією.
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Зі збільшенням концентрації доданого Zn2+ (0,1–7,0 мкмоль/л) скорочується 
латентний період Zn2+-індукованого набрякання Мх, його амплітуда достовірних 
змін не зазнає, а швидкість має куполоподібний (параболічний) характер з мак-
симумом у точці �,0 мкмоль/л доданого Zn2+ (Vmax та К0,5 висхідної гілки параболи 
становили відповідно 0,28� од./хв на 1 мг протеїну і 0,219 мкмоль/л). Зі зростанням 
концентрації доданого Zn2+ (1–10 мкмоль/л) збільшується швидкість та скорочуєть-
ся тривалість Zn2+-індукованого виходу Са2+ з Мх, а його амплітуда достовірно не 
змінюється. Залежність швидкості Zn2+-індукованого виходу Са2+ з Мх від концен-
трації доданого Zn2+ описується параболічною кривою.

Продемонстровано нездатність Pb2+ та Cо2+ до стимуляції Мх пори неспецифіч-
ної проникності.

Таким чином, у результаті проведених досліджень встановлено, що Са2+, Сd2+ 
та Zn2+, на відміну від Pb2+ та Cо2+, взаємодіють з Мх порою неспецифічної про-
никності, активуючи її за відмінними механізмами.

ВИДоВі Та інДИВіДУальні оСоБлИВоСТі іЗоЕнЗИМіВ 
СУПЕРоКСИДДИСМУТаЗИ СПЕРМИ 

КУЗьМІНА Н. В., ОСТАПІВ Д. Д., ГУЛеюК Н. Л., ГУМеНеЦьКий І. Є.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
ДУ «Інститут спадкової патології НАМН України», Львів;

e-mail: inenbiol@mail.lviv.ua; prion_nvc@ukr.net

Генерація активних форм кисню (АФК) – необхідна умова для дозрівання, 
існування та здатності сперміїв запліднювати ооцит. Проте, після еякуляції і в 
процесі виживання, надмірно високе утворення АФК призводить до пошкоджен-
ня мембран, втрати рухливості та загибелі статевих клітин. Вміст АФК на опти-
мальному рівні підтримується антиоксидантною системою, ключову роль в якій 
відіграє супероксиддисмутаза (СОД). Доведено, що СОД забезпечує захист струк-
тур статевих клітин, і в цьому процесі важливу роль відіграють її ізоформи. Ос-
кільки фізіолого-біохімічна характеристика сперми та придатність до технологічної 
обробки залежить від виду самців, вивчали спектр і активність СОД в еякулятах 
бугаїв, кнурів і чоловіків. Для досліджень використані свіжоотримані еякуляти 
бугаїв (n = 12), кнурів (n = 6) і чоловіків (n = 5). Методом електрофорезу в 10%-му 
поліакриламідному гелі (ПААГ) з подальшим специфічним фарбуванням плас-
тин гелю нітросинім тетразолієм, встановлено якісний склад протеїнів СОД: в 
усіх досліджених зразках виявлено п’ять ізоформ ензиму, які за швидкістю руху 
в ПААГ позначили від найменш – до максимально рухливої як S1, S2, S�, S4 та 
S5. Виявлено, що ізоензимний спектр протеїнів СОД характеризується видови-
ми відмінностями: різною швидкістю міграції й інтенсивністю прояву фракцій 
у ПААГ. Так, найменшу рухливість мають протеїни СОД сперми кнурів, а най-
більшу – чоловіків. Крім того, особливістю електрофореграм сперми чоловіків є 
чітка вираженість і яскравість S2-смуги. Для всіх одержаних спектрів характерні 
слабкий прояв і мінорність S1-смуги, а також висока активність протеїнів СОД S4-
смуги. Встановлено, що у профілі ізоензимного спектра СОД сперміїв бугая, кнура 
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і чоловіка після відмивання від плазми відсутні S1- і S2-смуги, а склад фракцій 
ензиму плазми подібний до електрофореграм цільної сперми. Індивідуальні особ-
ливості ізоформ СОД в еякулятах виявляються різною інтенсивністю смуг S1, S� та 
S5, що свідчить про неоднаковий внесок їх у сумарну активність ензиму.

ВЗаЄМоДіЯ КаліКС[4]аРЕнУ С-99
З МіоЗИноМ МіоМЕТРіЯ

ЛАБиНЦеВА Р. Д., БеВЗА А. А., БОБРОВСьКА О. М.,
БеВЗА О. В. 

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: labyntseva@biochem.kiev.ua 

Міозин є Мg2+-залежною АТР-азою. Катіони Мg2+ відіграють важливу роль у 
каталізі гідролізу АТР міозином, в утворенні та стабільності комплексу нуклео-
зидфосфатів з субфрагментом-1 (голівки, S1) міозину. Раніше нами був показаний 
інгібуючий вплив каліксарену С-99 на АТР-азу S1 міозину міометрія. З метою вив-
чення механізму гальмівної дії каліксарену на АТР-азу S1 міозину був досліджений 
вплив цієї сполуки на кінетичні параметри АТР-гідролазної реакції за Мg2+ (КMg та 
VMg). У присутності 100 мкМ каліксарену С-99 максимальне значення ензиматич-
ної активності, як і в контролі, спостерігається при 4 мМ Мg2+, але за наявності 
каліксарену його рівень зменшується на 40% порівняно з контролем. Каліксарен 
С-99 знижує значення Vmax реакції гідролізу АТР голівкою міозину за катіоном Mg, 
при цьому зменшується спорідненість ензиму до цього катіону. Отже, у цьому разі 
має місце змішаний тип інгібування каліксареном С-99 гідролізу АТР, що каталі-
зується субфрагментом-1 міозину міометрія.

При дослідженні взаємодії каліксарену С-99 з міозином міометрія методом 
конфокальної мікроскопії з використанням моноклональних антитіл проти міо-
зину на клітинах первинної культури міоцитів матки були виявлені відмінності у 
структурі розподілу міозину в міоцитах у контролі та у присутності каліксарену 
С-99, що може бути обумовлено конформаційними перебудовами у структурі міо-
зину внаслідок його взаємодії з каліксареном С-99.

Одержані експериментальні дані щодо впливу каліксарену С-99 на [Mg2+]-за-
лежність АТР-ази S1 міозину міометрія корелюють з результатами комп’ютерного 
моделювання взаємодії калікс[4]арену С-99 із субфрагментом-1 міозину гладенько-
го м’яза у присутності Mg2+. Показано, що у присутності катіонів Mg як кофактора 
в лігандзв’язувальному центрі (ЛЗЦ) S1 міозину змінюється просторова орієнтація 
комплексу каліксарен–АТP у просторі ЛЗЦ голівки міозину. Аналіз дослідженого 
комплексу калікс[4]арен C-99–субфрагмент-1 міозину за наявності та відсутності 
іонів магнію виявив характерні для таких комплексів гідрофобні взаємодії, а та-
кож водневі зв’язки за участю деяких аміногруп.

Автори вдячні член-кор. НАН України В. І. Кальченку та його колегам (ІОХ 
НАН України) за синтез каліксарену та обговорення експериментальних резуль-
татів. 
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БіФУнКціональні лЕКТИнИ наСіннЯ
льонУ оліЙноГо

ЛеВчУК Г. М., ВОйТОВич О. М., КОБЗеВА Д. О.

Запорізький національний університет, Україна;
е-mail: anna.levchuck@yandex.ua

Останнім часом все більше уваги приділяється таким біологічно активним ре-
човинам як лектини. Завдяки своїй здатності розпізнавати та вибірково зв’язувати 
вуглеводи клітинних поверхонь вони знаходять дуже широке застосування у препа-
ративній біології та медицині. Було встановлено, що роль лектинів не обмежується 
розпізнаванням тільки вуглеводів; вони здатні розпізнавати  інші речовин – про-
теїни, ліпіди, вітаміни, фітогормони тощо. Серед лектинів було знайдено так звані 
біфункціональні лектини, які виявляють окрім вуглеводзв’язувальної ще й ензи-
матичну активність. Такі лектини було знайдено у представників різних таксонів 
рослин, тварин та мікроорганізмів.

Метою роботи було встановлення лектинової активності у кислої ліпази насін-
ня льону олійного.

Ліпазу з подрібненого насіння льону олійного сорту Золотистий екстрагували 
за стандартною методикою при 8 різних значеннях рН буферних розчинів у діапа-
зоні 4,0–5,4 та визначали ліполітичну активність титрометричним методом. Лекти-
нову активність визначали за допомогою реакції гемаглютинації з 2%-ю суспензією 
еритроцитів кролика з урахуванням концентрації протеїну. При аналізі лектинову 
активність виражали як обернену величину – коефіцієнт лектинової активності. 
Дослідження проводили у п’ятикратному повторенні, результати обробляли за до-
помогою стандартних статистичних методів

Ліполітична та лектинова активність мала найвищий рівень при рН 4,4 та 
дорівнювала �,88 та 5,64×107 відносним одиницям відповідно. Найнижчий рівень 
активності ліпази та лектинів спостерігався при рН 5,2 та відповідно дорівнював 
0,19 та 1,61×10� відносних одиниць. Динаміка змін лектинової та ліполітичної ак-
тивності при всіх варіантах рН буферного розчину аналогічна, що підтверджується 
доволі високим коефіцієнтом кореляції між цими характеристиками (+0,74). Мож-
на припустити, що лектинова та ліполітична активність належить одному лектин–
ензиматичному комплексу, в якому лектин розпізнає ліпіди, а ліпаза розщеплює.

Кисла ліпаза насіння льону олійного крім ензиматичної активності виявляє 
ще й лектинову, тобто насіння льону олійного містить біфункціональні лектини.
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ВПлИВ СТРУКТУРИ ліГанДУ
на ПРоТИПУХлИнні Та анТИоКСИДанТні
ВлаСТИВоСТі КлаСТЕРнИХ СПолУК РЕніЮ

ЛеУС І. В., шТеМеНКО Н. І.

Дніпропетровський національний університет
імені Олеся Гончара, Україна;

e-mail: ingaleus@mail.ru

У попередніх роботах була представлена нова реній-платинова (Re–Pt) система. 
Досліджувалися три сполуки цис-дикарбоксилатного класу з пропіонатними (Re4), 
півалатними (Re5) та адамантанкарбоновими (Re2) лігандами. Мета роботи: дослі-
дити протипухлинну активність, антиоксидантні та антигемолітичні властивості 
цих сполук у системі Re–Pt та з’ясувати вплив структури ліганду на протипухлин-
ні та антиоксидантні властивості кластерних сполук. Досліджували вміст ТБК-ак-
тивних продуктів у плазмі крові, морфологічні форми еритроцитів, концентрацію 
гемоглобіну, активність каталази та еритроцитарну стійкість. В усіх випадках за-
стосування сполук ренію та cisPt спостерігається вищий протипухлинний ефект 
порівняно з одноразовим введенням cisPt. Концентрація гемоглобіну підвищуєть-
ся на 5–20%. В умовах розвитку пухлини спостерігається істотне зростання не-
однорідності популяції еритроцитів. Під час лікування системою Re–Pt у щурів 
відбувається значне підвищення кількості дискоцитів, за використання Re4+cisPt-
системи кількість ехіноцитів наближається до норми, а у разі застосування терапії 
cisPt разом з Re5 рівень ехіноцитів нижче за норму приблизно у 4 рази. Введення 
Re–Pt системи сприяє зсуву максимуму гемолізу, але період стійкості еритроцитів 
дещо скорочується. Введення Re2 знижує рівень ТБК-активних продуктів лише 
на 21%. Лікування Re4 та Re5 разом із cisPt зменшує концентрацію продуктів 
пероксидного окислення ліпідів майже у 4 рази. У цьому модельному експери-
менті активність каталази істотно не змінювалась. Отже, показано, що структура 
ліганду кластерних сполук ренію впливає на ефективність протипухлинної систе-
ми Re–Pt, її антиоксидантні та антигемолітичні властивості. Півалатний ліганд у 
цис-карбоксилатах диренію сприяє найбільшій ефективності Re–Pt системи щодо 
вищезазначених біохімічних параметрів вірогідно завдяки значному позитивному 
індукційному ефекту та довжині радикала.
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MEMBRANE INTERACTIONS
OF EUROPIUM CHELATE AS REVEALED

BY FLUORESCENCE QUENCHING 

1LIMANSKAyA L. A., 1yUDINtSEV A. V., 1trUSoVA V. M.,
1GorbENKo G. P., 2DELIGEorGIEV t., 2VASILEV A.,

2KALoIANoVA S., 2LESEV N.

1Karazin Kharkov National University, Ukraine;
2University of Sofia, bulgaria;

e-mail: lucy_limanskaya@mail.ru

The past decades have witnessed high-throughput development of a diversity of mul-
tifunctional nanoassemblies providing unique opportunities for diagnosis, treatment and 
prevention of a number of severe diseases. An important and rapidly growing area where 
nanotechnology meets medicine implicates fabrication of drug delivery systems with im-
proved longevity, targetability, intracellular penetration and contrast loading. Of these, 
highly adaptable liposome-based nanocarriers currently attract increasing attention. These 
systems offer a number of advantages, viz. biocompatibility, complete biodegradability, 
non-toxicity, ability to carry both hydrophilic and lipophilic payloads and protect them 
from chemical degradation and transformation, increased therapeutic index of drug, flexi-
bility in coupling with targeting and imaging ligands, improved pharmacodynamic pro-
files compared to free drugs, reduced side effects, etc. As potential payload for liposomes, 
lanthanides and their complexes attract ever growing interest because of their pronounced 
antibacterial, antitumor and anticoagulation activities. Of these, europium chelates (EC), 
belonging to a new class of potential antitumor drugs, are of particular interest due to their 
high cytotoxic activity. An important step in development of liposomal formulations lies 
in exploration of lipid-associating abilities of the drug. 

The present study was focused on examination of lipid bilayer interactions of europium 
chelate (here referred to as V10). To this end, hydrophobic fluorescent probe p-terphenyl, 
located in the non-polar membrane region has been employed as a reporter molecule. 

Lipid vesicles composed of zwitterionic lipid phosphatidylcholine (PC) were prepared 
using the extrusion technique. The thin lipid film was obtained by evaporation of lipids’ 
ethanol solutions, hydrated with 5 mM Na-phosphate buffer pH 7.4, and extruded through 
a 100 nm pore size polycarbonate filter.

At the first step of the study we have explored the efficiency of p-terphenyl incorpora-
tion into PC bilayer. Partition coefficient derived from the probe fluorimetric titration with 
liposomes was found to be ca. (1.5 ± 0.4)×104, suggesting rather high p-terphenyl affinity 
for the lipid phase. Next, we have evaluated the possibility of the quenching of p-terphe-
nyl fluorescence by europium chelate. Fluorescence intensity of the probe was found to 
decrease with increasing concentration of the drug, suggesting that V10 represents an ef-
fective quencher for p-terphenyl. This finding was explained by the drug penetration into 
hydrophobic membrane core, followed by the collision between V10 and p-terphenyl mole-
cules and subsequent fluorescence quenching. At the last step of the study fluorescence 
quenching data were quantitatively interpreted in terms of the dynamic quenching model. 
Plotting the apparent quenching constants as a function of lipid concentration allowed us 
to estimate the partition coefficient for V10-membrane interactions, which was evaluated 
to be ca. (�.0 ± 0.9)×10�. 
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To summarize, the results obtained provide direct evidence for incorporation of euro-
pium chelate into nonpolar region of PC model membranes. The recovered ability of 
EC to quench p-terphenyl fluorescence creates a basis for development of the novel drug 
screening assays.

This work was supported in part by the grant #45�4 from the Science and Technology 
Center in Ukraine and Fundamental Research State Fund (project number F.28.4/007).

альТЕРнаТИВні СПлаЙС-ВаРіанТИ мРнК
6-ФоСФоФРУКТо-2-КінаЗИ/ФРУКТоЗо-2,6-БіСФоСФаТаЗИ-2

У МИШЕЙ

ЛиПОВА Н. М., МІНчеНКО Д. О., РАТУшНА О. О., МІНчеНКО О. Г.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: ominchenko@yahoo.com 

Біфункціональний ензим 6-фосфофрукто-2-кіназа/фруктозо-2,6-бісфосфатаза 
є одним із ключових ензимів регуляції як гліколізу, так і метаболізму глюкози в 
цілому, оскільки він контролює не лише гліколіз та глюконеогенез, але в значній 
мірі і перший етап метаболізму глюкози – її фосфорилювання. 6-Фосфофрукто-2-
кіназа/фруктозо-2,6-бісфосфатаза – це родина ізоензимів, які виконують одну і ту 
ж функцію – синтезу та розщеплення однієї сполуки – фруктозо-2,6-бісфосфату, 
мають дуже близькі по структурі каталітичні центри для 6-фосфофрукто-2-кінази 
та фруктозо-2,6-бісфосфатази, але регуляторні ділянки у них різні, що забезпечує 
тканинноспецифічний характер перебігу та регуляції гліколізу, а можливо й інших 
процесів метаболізму глюкози. І хоча синтез 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-
2,6-бісфосфатази кодується чотирма генами, на сьогодні виявлено набагато більше 
різних ізоформ цього ензиму, які утворюються за рахунок альтернативного сплай-
сингу пре-мРНК всіх чотирьох генів 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-біс-
фосфатази. Альтернативні сплайс-варіанти 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-
бісфосфатази відрізняються між собою як регуляторними ділянками (N-кінець та 
С-кінець), так і змінами у каталітичних доменах, внаслідок чого вони є переважно 
монофункціональними ізоензимами по 6-фосфофрукто-2-кіназі або фруктозо-2,6-
бісфосфатазі. Метою роботи було дослідження експресії 6-фосфофрукто-2-кінази/
фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 у мишей та виявлення нових альтернативних сплайс-
варіантів даного ензиму. Для цього з допомогою двох пар праймерів, специфічних 
для 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 мишей, було синтезо-
вано комплементарні ДНК, проведено їх ампліфікацію і клонування.

Дослідженнями встановлено, що крім основного, виявленого раніше варіан-
ту 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2, у мишей було виявлено 
унікальні альтернативні сплайс-варіанти з делеціями або з делеціями та вставками 
в різних ділянках мРНК, причому як 6-фосфофрукто-2-кіназній частині, так і у 
фруктозо-2,6-бісфосфатазній. Так, було ідентифіковано варіант 6-фосфофрукто-
2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2, в якому був відсутній 15-й екзон, що при-
водить до зміни послідовності С-кінцевої частини ензиму без змін каталітичних 
доменів фруктозо-2,6-бісфосфатази. Більше того, було виявлено альтернативний 
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сплайс-варіант 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2, у якому 
відсутній не лише 15-й екзон, а і 12-й та 1�-й екзони. Внаслідок делеції цих трьох 
екзонів утворюється мРНК, що кодує ізоензим без «K» домену фруктозо-2,6-біс-
фосфатази. Серед альтернативних сплайс-варіантів мРНК 6-фосфофрукто-2-кіна-
зи/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 мишей були виявлені ізоформи без 8-го або без 
1�-го екзонів. Делеція 1�-го екзону вкорочує С-кінцеву ділянку ензиму без змін 
у каталітичних доменах. У той же час, делеція 8-го екзону призводить не лише до 
втрати двох каталітичних доменів 6-фосфофрукто-2-кінази, але і до передчасної 
термінації трансляції. Разом з тим, такий альтернативний сплайс-варіант 6-фос-
фофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 має послідовність для кодування 
фруктозо-2,6-бісфосфатази. Один із виявлених сплайс-варіантів був сильно реду-
кований: в ньому відсутня послідовність з 4-го по 14-й екзон, а інший був суттєво 
більшим за основну ізоформу 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфата-
зи-2 миші. Останній має делеції 8-го і частини 9-го екзонів, але дві вставки: після 
2-го екзону (10 нуклеотидних залишків) та після 14-го екзону (59� нуклеотидних 
залишки), які генерують передчасні стоп-кодони, внаслідок чого цей альтерна-
тивний сплайс-варіант 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 має 
послідовність для кодування синтезу лише вкороченої з С-кінця фруктозо-2,6-біс-
фосфатази. 

ЗМіна РіВнЯ МЕТИлУВаннЯ ЕВКаРіоТноГо ФаКТоРа 
ЕлонГаціЇ 1а (eEF1A) В РаКоВИХ ПУХлИнаХ

1ЛУКАш t. О., 2ДеБСКи Я.

1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
2Інститут біохімії і біофізики, Академія наук Польщі, Варшава;

e-mail: t.lukash@gmail.com

eEF1A є одним із основних компонентів, що забезпечують процесивність транс-
ляції в евкаріотній клітині. Останнім часом стрімко зростає кількість даних про 
участь еЕF1А у нетрансляційних процесах, як, наприклад, апоптоз або взаємодія 
із цитоскелетом. Відомо також, що різні форми eEF1A пов’язані з онкогенезом, але 
залишається незрозумілим, що саме робить цей протеїн онкогенним. Ми вважає-
мо, що зміна статусу еЕF1А під час пухлиногенезу може бути пов’язана зі зміною 
його посттрансляційних модифікацій. Для перевірки цієї гіпотези було проаналі-
зовано посттрансляційні модифікації eEF1A карциносаркоми Walker W-256, очи-
щеного за допомогою мас-спектрометричного аналізу (ESI-MS).

eEF1A складається з 462 амінокислотних залишків, з них відомо 11 модифі-
кованих: N-триметиллізини (ТМЛ) в положеннях �6, 79 і �18, N-диметиллізини 
(ДМЛ) в положеннях 55 і 165, L-глутаміл-5-гліцерилфосфорилетаноламіни (GPE) в 
положеннях �01, �74 і фосфотирозини у 29, 86, 141, 162 положеннях амінокислотної 
послідовності. Внаслідок проведеного нами мас-спектрометричного аналізу eEF1A 
було вперше виявлено відмінності в метилуванні eEF1A. ТМЛ, ДМЛ та N-мономе-
тиллізин (ММЛ) було виявлено одночасно в положенні 79, замість ТМЛ у нормі; 
ДМЛ та ММЛ в положенні 169, замість ДМЛ у нормі; ТМЛ та ММЛ в положенні 
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4�9, у нормі даний залишок взагалі не має метилування. Можливим пояснен-
ням таких змін може бути або дефект системи метилування в ракових клітинах, 
або активація деметилази, що є особливо інтригуючим у світлі появи роботи про 
взаємодію лізинової деметилази (LCD1) з негістоновими протеїнами (Huang et al., 
2007). Біологічне значення оборотного метилування негістонових протеїнів у пух-
линах залишається невідомим. Недометилування/деметилування Lys-79 і Lys-165, 
що розташовані в ГТФ-зв’язувальному домені, може впливати на активність eEF1A 
в трансляції. Lys-4�9 розташований в N-кінцевій неструктурованій частині мо-
лекули eEF1A, що, як вважається, відповідає за взаємодію з нетрансляційними 
протеїнами-партнерами, такими як актин і кальмодулін. Метилування Lys-4�9 в 
ракових клітинах може слугувати стеричною перешкодою для характерних для 
нормальних клітин цитоплазматичних взаємодій eEF1A, в тому числі із сигналь-
ними макромолекулами.

Дослідження виконувалися частково за рахунок коштів проекту Ф28/276 – 2009 
і Програм співробітництва між НАНУ і CNRS.

оТЩЕПлЕнИЕ FpA оТ МолЕКУлЫ
ФИБРИноГЕна ВЫЗЫВаЕТ ЭКСПонИРоВанИЕ 
ФИБРИнСПЕцИФИЧЕСКоЙ нЕоанТИГЕнноЙ

ДЕТЕРМИнанТЫ В 121–138-ом УЧаСТКЕ Вβ-цЕПИ
деза-ФИБРИна

МАКОГОНеНКО е. М., УРВАНТ Л. П., ФиЛьчАК О. С.,
ЛУГОВСКОй Э. В., КОМиСАРеНКО С. В.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: makogonenko@biochem.kiev.ua

Молекула фибриногена (Fg) представляет собой мультидоменный протеин 
со многими внутримолекулярными междоменными взаимодействиями, наиболее 
важным из которых является взаимодействие αС-домена Aα-цепи c N-концевыми 
фрагментами Аα- и Вβ-цепей молекулы. Отщепление фибринопептидов от Fg тром-
бином ведет к экспозиции центров полимеризации фибрина А и В, диссоциации 
αС-доменов от центрального Е-региона молекулы и экспозиции неоантигенной 
детерминанты фибринспецифических монАТ І-�с, локализованной в 121–1�8-ом 
участке Вβ-цепи молекулы (Lugovskoy E. V. et al., 2009). Предполагалось, что нео-
антигенная детерминанта в 121–1�8-ом участке Вβ-цепи закрыта αС-доменом и 
открывается после отхождения последнего от Е-региона. Проверка этого предпо-
ложения показала, что появление неоантигенной детерминанты совпадает во вре-
мени с началом отщепления от Fg FpА тромбином и имеет место в мономерном 
дезА-фибрине до начала образования протофибрилл. Расщепление Fg плазмином 
не приводит к экспозиции эпитопа фибринспецифических монАТ І-�с ни на од-
ном из промежуточных фрагментов гидролиза, включая Х1-, Х2- и У-фрагменты. 
В то же время активация Х2-фрагмента тромбином вызывает экспозицию эпитопа 
в 121–1�8-ом участке Вβ-цепи молекулы. Интенсивность флуоресценции трипто-
фанов в Х2-фрагменте, активируемом тромбином, не возрастает, и незначительно 
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уменьшается в присутствии монАТ І-�с. Полученные результаты указывают на то, 
что экспозиция эпитопа фибринспецифических монАТ І-�с не вызвана удалением 
αС-домена фибриногена, а, вероятно, является результатом более сложной внут-
римолекулярной перестройки, инициируемой отщеплением фибринопептида А и 
затрагивающей воронкоподобный и суперспирализованный домены Е-региона мо-
лекулы дезА-фибрина.

ВПлИВ ГіПоКСіЇ Та іШЕМіЇ на ЕКСПРЕСіЮ ГЕніВ
ГЕКСоКінаЗ Та ГлЮКоЗо-6-ФоСФаТДЕГіДРоГЕнаЗИ

У КліТИнаХ ГліоМИ

1МАРУНич Р. ю., 1МІНчеНКО Д. О., 1МиХАЛьчеНКО В. Г.,
2МОНе М., 1МІНчеНКО О. Г.

1Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
2INSErM U920 Лабораторія молекулярних механізмів 
ангіогенезу, Університет Бордо 1, Таленс, Франція;

e-mail: ominchenko@yahoo.com

Гіпоксія є однією із характерних рис злоякісних пухлин, вона значною мірою 
визначає інтенсивність їхнього росту. У злоякісних пухлинах і зокрема гліомах, 
значно змінюється транспортування та метаболізм глюкози. При цьому значно 
посилюються процеси гліколізу, що контролюються головним чином родиною ен-
зимів 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази, яка також контролює 
активність і гексокінази шляхом утворення комплексу між ензимами. І якщо екс-
пресія та механізми регуляції 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази 
у клітинах злоякісних пухлин достатньо добре вивчені, то експресія та механізми 
регуляції гексокіназ ще недостатньо з’ясовані. Разом з тим, відомо, що в умовах 
гіпоксії, коли має місце не лише дефіцит кисню, а і АТР, у клітинах активується 
адаптивна реакція для виживання клітин, що представляє собою комплекс внут-
рішньоклітинних сигнальних подій на порушення згортання протеїнів та накопи-
чення їх в ендоплазматичному ретикулумі, які сприймаються низкою сенсорних 
сигнальних систем, найважливішою із яких є сигнальний ензим ендоплазматичний 
ретикулум-ядро-1, трансмембранний протеїн, N-кінцева сенсорна частина якого 
знаходиться в люмені ендоплазматичного ретикулуму. Мета цього дослідження 
полягає у вивченні експресії мРНК гексокінази-1 і гексокінази-2 та глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази у клітинах гліоми лінії U87 в умовах гіпоксії та ішемії (за де-
фіциту глюкози або глютаміну), а також залежності експресії цих генів від функції 
гена, що кодує синтез сигнального ензиму ендоплазматичний ретикулум-ядро-1. 
Експресію мРНК гексокінази-1 і гексокінази-2 та глюкозо-6-фосфатдегідрогенази 
у клітинах гліоми досліджували методом кількісної полімеразної реакції компле-
ментарних ДНК, одержаних методом зворотної транскрипції РНК.

Внаслідок проведених досліджень було встановлено, що рівень експресії мРНК 
гексокінази-1 у клітинах гліоми посилюється в умовах гіпоксії та під час вирощу-
вання клітин у середовищі без глюкози. Крім того, рівень експресії мРНК гексокі-
нази-1 у цих клітинах у разі вирощуванні їх у середовищі без глутаміну суттєво не 
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змінюється. Було показано, що виключення гена, який кодує синтез сигнального 
ензиму ендоплазматичний ретикулум-ядро-1, у клітинах гліоми істотно не змінює 
рівень експресії гена гексокінази-1, але знімає залежність експресії цього гена від 
гіпоксії і знижує ефект дефіциту глюкози в середовищі вирощування клітин на 
рівень експресії даного гена.

В той самий час, виявлено суттєві відмінності в експресії гена гексокінази-2, 
порівняно з геном гексокінази-1, в умовах гіпоксії та у разі вирощування клітин у 
середовищі без глюкози або без глутаміну. Так, в умовах гіпоксії рівень експресії 
гена гексокінази-2 у клітинах гліоми збільшується в шість разів більше, порівня-
но з геном гексокінази-1, а в середовищі без глюкози – в два рази більше. Крім 
того, рівень експресії гена гексокінази-2 збільшується також і за вирощування 
клітин гліоми в середовищі без глутаміну. Виключення гена, який кодує синтез 
сигнального ензиму ендоплазматичний ретикулум-ядро-1, у клітинах гліоми по-
силює рівень експресії гена гексокінази-2, але знімає залежність експресії цього 
гена від дефіциту глюкози та глутаміну в середовищі вирощування клітин та зни-
жує ефект гіпоксії на рівень експресії даного гена. Експресія гена глюкозо-6-фос-
фатдегідрогенази у клітинах гліоми посилюється у разі виключення гена ензиму 
ендоплазматичний ретикулум-ядро-1, істотно активується в умовах гіпоксії і дефі-
циту глутаміну. Таким чином, рівень експресії генів гексокінази-1, гексокінази-2 
та глюкозо-6-фосфатдегідрогенази у клітинах гліоми істотно змінюється в умовах 
гіпоксії і ішемії та залежить від функції гена сигнального ензиму ендоплазматич-
ний ретикулум-ядро-1.

РЕлаКСацИоннЫЕ ХаРаКТЕРИСТИКИ МаКРоМолЕКУл 
В СИСТЕМаХ ПолИСаХаРИДоВ КРаСнЫХ ВоДоРоСлЕЙ

МиКУЛич Д. В., РУСНАК е. М.

Одесский филиал института биологии южных морей 
им. А. А. Ковалевского НАН Украины;

e-mail: obibss@paco.net

Студнеобразование в системах полимеров обусловлено молекулярным движе-
нием, сопровождаемым релаксационными процессами, определяющими характер 
и состояние системы.

Цель работы –  изучение релаксационного поведения макромолекул полиса-
харидов  красных водорослей в водных и сахарно-водных системах для оценки 
возможности формирования однородных студней полисахаридами этих водорос-
лей. Водные и сахарно-водные растворы полисахаридов фурцеллярии Furcellaria 
lumbricalis (Huds.) Lamour. и филлофоры Phyllophora truncata (Pall.) Newroth et Taylor 
f. angustissima, содержащие 1,25% полисахарида и 70% сахара исследованы в интер-
вале температур 20–100 °С. Измерения релаксационных характеристик полисаха-
ридных цепей – времени спин–спиновой релаксации (Т2, с) проведены на ЯМ-
релаксометре по методике Карра–Парсела–Мейбума–Гила на частоте 19,05 МГц. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что существенное влияние на со-
стояние системы оказывает температура: при ее снижении Т2 уменьшается для 
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всех исследуемых растворов полисахаридов. Наибольшие значения Т2 отмечаются 
в интервале температур плавления студней 80–100 °С. Относительно высокими 
величинами Т2 характеризуются системы и в интервале температур застудневания 
�0–50 °С. Эти данные свидетельствуют о том, что все исследуемые системы явля-
ются типично аморфными полимерными системами. Они менее «жесткие», чем 
например, студни агара, для которых в интервале исследуемых параметров регист-
рируется более короткое время Т2, равное 9×10-� с. Установлено, что включение в 
систему сахарозы обусловливает формирование более прочной структуры, о чем 
свидетельствует появление у 5% макромолекул полисахаридов относительно более 
короткого времени спин–спиновой релаксации, равного 6,7×10-4 с. Совокупность 
полученных экспериментальных данных позволяет судить о том, что студни поли-
сахарида филлофоры формируют менее организованную пространственную струк-
туру, чем студни полисахарида фурцеллярии. Менее аморфная структура отмечена 
для систем полисахаридов, содержащих сахарозу. Для всех исследуемых систем 
характерно резкое изменение их состояния, происходящее в интервале температур 
50–60 °С – начала процесса студнеобразования.

лЕКТИнЫ КлЕТоЧнЫХ СТЕноК ЗЕРноВЫХ КУльТУР: 
БИоХИМИЧЕСКИЕ СВоЙСТВа 

МОЛОДчеНКОВА О. О., АДАМОВСКАЯ В. Г.,
ЦиСеЛьСКАЯ Л. й., САГАйДАК Т. В.

Селекционно-генетический институт–Национальный центр 
семеноведения и сортоизучения НААН Украины, Одесса;

e-mail: olgamolod@ukr.net

Лектины относятся к группе протеинов, характерной особенностью которых 
является способность специфически и обратимо связывать углеводные лиганды. 
Различия в структуре и углеводной специфичности лектинов предполагают разли-
чия их функциональной нагрузки. Одной из возможных функций лектинов явля-
ется защита от фитопатогенов и абиотических стрессоров. Целью данного иссле-
дования было выделение и изучение биохимических свойств лектинов клеточных 
стенок, выделенных из инфицированных возбудителями фузариозной инфекции и 
обработанных индуктором устойчивости – салициловой кислотой (СК) – пророст-
ков зерновых культур.

Лектины были выделены из проростков пшеницы (triticum aestivum L., сорт 
Застава од.), ячменя (Hordeum vulgare L., сорт Вакула) и кукурузы (Zea mays L., 
линия ГК 26 ЗМ). Источником инфекции служили сильнопатогенные штаммы 
Fusarium graminearum (для пшеницы), Fusarium culmorum (для ячменя) и Fusarium 
moniliforme (для кукурузы). В исследованиях использовали 2 мМ раствор СК.

Результаты изучения динамики изменения лектиновой активности и угле-
водной специфичности лектинов клеточных стенок проростков зерновых культур 
при заражении возбудителями фузариоза и действии СК в процессе прорастания 
позволили сделать вывод о неодинаковой чувствительности лектинов к действию 
этих факторов у различных по устойчивости к фузариозу генотипов. В основе диф-
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ференцированной отзывчивости различных по устойчивости генотипов зерновых 
культур на действие фузариозной инфекции и СК, лежат, по нашему предположе-
нию, как родовые, так и генотипные отличия в специфике накопления и перерас-
пределения лектинов.

Методами гель-фильтрации, аффинной хроматографии и изоэлектрофокуси-
рования выделены и очищены лектины клеточных стенок из проростков зерновых 
культур, инфицированных возбудителями фузариоза и обработанных СК, опреде-
лена их молекулярная масса (27 кДа), изучена углеводная специфичность. Выход 
лектинов из инфицированных проростков зерновых культур составил ��,6% с ко-
эффициентом очистки 191,28; из растений, выращенных на растворе СК, составил 
�5,61% с коэффициентом очистки 221,9. По результатам изофокусирования были 
идентифицированы изоформы лектинов с изоэлектрическими точками в зонах с 
рН 5,25–6,85; 7,22–7,74; 8,16–8,70; 9,57–9,74. Аминокислотный анализ выделенных 
лектинов позволил выявить в их составе большое количество остатков аспарагино-
вой, глутаминовой кислот, лейцина и низкое содержание треонина, аланина и фе-
нилаланина. Реакция с реактивом Эллмана показала отсутствие в протеинах сво-
бодных SH-групп. Показано, что выделенные лектины в концентрации 50 мкг/мл 
при внесении в среду выращивания колоний грибов Fusarium, подавляли рост и 
развитие патогенов (диаметр колоний гриба F. graminearum уменьшался относи-
тельно контроля в 1,4 раза, диаметр колоний гриба F. culmorum – в 1,85 раза, а 
диаметр колоний гриба F. moniliforme в 1,25 раза). Обнаруженная ингибирующая 
активность выделенных лектинов против фузариозных грибов открывает перспек-
тивы для использования его в молекулярно-селекционных программах повышения 
устойчивости зерновых культур к фузариозу, а уровень изменения лектиновой ак-
тивности в инфицированных и обработанных СК растениях  может быть одним из 
биохимических критериев для оценки устойчивости растений к данному патогену. 

СРаВнИТЕльнаЯ ХаРаКТЕРИСТИКа
МаТРИКСноЙ МЕТаллоПРоТЕИнаЗЫ-2 ноРМальноЙ

И оПУХолЕВоЙ ТКанИ МолоЧноЙ ЖЕлЕЗЫ

МОТРУК Н. В., ВОВчУК и. Л.

Одесский национальный университет им. и. и. Мечникова, Украина;
e-mail: ntvl@ukr.net

Матриксная металлопротеиназа-2 (ММП-2 – КФ �.4.24.24) – Zn2+-зависимая 
эндопептидаза, обеспечивающая деградацию различных компонентов межклеточ-
ного матрикса. В предыдущих исследованиях нами установлено повышение актив-
ности ММП-2 в ткани опухолей молочной железы, которое может быть объяснено 
либо увеличением биосинтеза, либо изменением физико-химических и биохими-
ческих свойств энзима.

Методом высаливания и гель-хроматографии на сефадексе G-75 были получе-
ны препараты ММП-2 из немалигнизированной (НМЖ) и опухолевой ткани мо-
лочной железы (ЗОМЖ). Определение активности энзима проводили по гидролизу 
желатины (по методу Вовчук).
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Установлено, что оптимальным значением рН для ММП-2 как НМЖ, так и 
ткани ЗОМЖ является 7,4. Зависимость активности ММП-2 от температуры опи-
сывается характерной колоколообразной кривой с оптимумом действия при �7 °С.

ММП-2 из НМЖ и ЗОМЖ является типичной желатиназой, наиболее интен-
сивно расщепляющей денатурированный коллаген – желатину, а также дипепти-
ды, содержащие неполярные гидрофобные аминокислоты. Усиление процесса ма-
лигнизации сопровождается снижением Кm энзима, выделенного из ткани ЗОМЖ 
с 0,0298 до 0,0061 мМ, что свидетельствует о повышении сродства ММП-2 к суб-
страту – желатине.

При оптимальном значении рН более сильное снижение активности энзима 
НМЖ происходит в присутствии ионов Ba2+, Cd2+, Co2+ и Hg2+. Активность энзима 
ЗОМЖ подавляется ионами Fe2+, Ni2+, Ba2+, Cu2+ и Cd2+, а ионы Pb2+ и Zn2+ повы-
шают активность.

Активность ММП-2 как НМЖ, так и ЗОМЖ подавляется лейпептином, что 
может свидетельствовать о наличии SH-групп цистеина в структуре активного 
центра. Возрастающие концентрации хелатных реагентов ЭДТА и 1,10-фенантро-
лина снижают активность ММП-2 обеих тканей, что подтверждает необходимость 
присутствия ионов Zn2+ для проявления активности энзимов. Фотоокисление гис-
тидина метиленовым синим приводит к подавлению энзиматической активности, 
более выраженному для энзима НМЖ, что предполагает необходимость этой ами-
нокислоты для проявления каталитической активности ММП-2.

іЗоФоРМИ ЕEF1а: ПоШУК ПіДҐРУнТЯ
ДлЯ ФУнКціональноЇ ВіДМінноСТі 

1НОВОСиЛьНА О. В., 2ТиМчеНКО О. О., 2СеРДюК І. М.,
1НеГРУЦьКий Б. С.

1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
2Інститут білка РАН, Пущино, Російська Федерація;

e-mail: aleksnova@yahoo.com

У вищих евкаріотів існує дві тканиноспецифічні ізоформи фактора елонгації 
трансляції 1А (eEF1А), A1 і A2 гомологічні на 98%. Не зважаючи на високу схожість 
амінокислотних послідовностей, ці протеїни мають істотні функціональні відмін-
ності. Власне, пошук підґрунття для функціональної відмінності цих протеїнів і є 
метою цього дослідження.

На основі експериментальних кривих розсіяння рентгенівських променів в 
області малих кутів вперше були побудовані тривимірні структури ізоформ A1 і 
A2. Ми знайшли, що на відміну від компактної ізоформи А2, А1 має частково 
розгорнуту просторову конформацію, що підтвердило наші попередні мікрокало-
риметричні дані. До того ж, флуоресцентною спектроскопією виявлено, що А1 є 
значно гідрофобнішим протеїном ніж А2, що може зумовлюватись експонуванням 
гідрофобних залишків у розгорнутій структурі А1. 

Крім того, наші дані свідчать про Са2+-залежну кальмодулін(СаМ)-зв’язуючу 
здатність А1 та повну відсутність такої властивості у А2. Показано, що СаМ, хоча 
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й не впливає ні на зв’язування нуклеотиду, а ні на швидкість нуклеотидного об-
міну, проте конкурує з тРНК за місце зв’язування на молекулі А1. Таким чином, 
не можна виключити, що взаємодія із СаМ має інгібуючий вплив на трансляційну 
функцію A1. 

З іншого боку, фізіологічні функції нейронів і міоцитів, де функціонує тіль-
ки А2 ізоформа, пов’язані з постійною зміною внутрішньоклітинної концентрації 
іонів Са2+. Тобто, відсутність Са2+-залежної СаМ-зв’язуючої здатності у ізоформи 
А2 може бути необхідною для збереження відносно рівномірної швидкості елонга-
ції поліпептидних ланцюгів у нервових та м’язових клітинах.

Отже, незначна відмінність первинних послідовностей ізоформ eEF1A призво-
дить до різної конформації та поверхневої гідрофобності цих протеїнів, що, в свою 
чергу, може детермінувати різний функціональний статус А1 та А2. Ми припус-
каємо, що саме ці ознаки можуть визначати виключну здатність А1 взаємодіяти з 
СаМ.

Дослідження виконувалися частково за рахунок коштів проекту Ф28/276 – 2009 
і Програм співробітництва між НАНУ і CNRS.

аТР-азна аКТИВніСТь СТРУКТУРнИХ
КоМПонЕнТіВ МіоФіБРИлИ СКЕлЕТнИХ М’ЯЗіВ

ПіД ВПлИВоМ УльТРаЗВУКУ

ПеЛюХ Л. І., НУРиЩеНКО Н. Є.

НДІ фізіології імені академіка Петра Богача Київського національного 
університету імені Тараса шевченка, Україна;

e-mail: pelyukhl@univ.kiev.ua

Відомо, що ультразвук (УЗ) впливає на низку біохімічних реакцій та біофізич-
них процесів в організмі. При цьому дія ультразвуку є причиною збільшення внут-
рішньоклітинного Са2+, який клітини використовують як кофактор у регуляції 
активності ензимів. Однак, дані літератури про вплив УЗ на АТР-азну активність 
протеїнів скоротливого апарату практично відсутні.

Тому метою нашої роботи було дослідити вплив УЗ терапевтичного діапазону 
на АТР-азну активність скоротливих протеїнів скелетного м’яза.

Озвучення регуляторних та скоротливих протеїнів проводили за допомогою 
терапевтичного апарата УЗТ ��.04 С, що генерує ультразвуковий сигнал з частотою 
0,88 МГц. Інтенсивність УЗ змінювалась в межах діапазону 0,05–1 Вт/см2.

Показано, що найбільший вплив на Мg2+-АТР-азну активність у присутності 
100 μМ Са2+ на Са2+-чутливий актоміозин має УЗ із інтенсивністю 0,2 та 0,4 Вт/см2, 
при цьому АТР-азна активність підвищується відповідно на 59, 40% відносно конт-
ролю. К+-АТР-азна активність актоміозину зменшується у всіх варіантах озвучен-
ня відносно контролю відповідно до збільшення ультразвукового сигналу. УЗ не 
впливає на АТР-азну активність Са2+-нечутливого актоміозину.

За озвучення міозину cкелетних м’язів кроля Са2+-АТР-азна активність інгі-
бувались, в той час як К+-АТР-азна активність у присутності хелатора іонів Са2+- 
ЕГТА не змінюється.
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У разі використання озвученого тропонінового комплексу відбувається збіль-
шення Мg2+-АТР-азної активності реконструйованої міофібрили відносно до конт-
ролю. Особливо істотно збільшується Мg2+-АТР-азна активність за дії неперервного 
УЗ з інтенсивністю 0,2 та 0,4 Вт/см2. К+-АТР-азна активність, як і у разі озвучення 
нативного актоміозину інгібувались.

Таким чином, одержані результати свідчать про Са2+-залежний характер впли-
ву ультразвуку, а також про здатність ультразвуку впливати як на тропоніновий 
комплекс, так і безпосередньо на молекулу міозину у складі актоміозинового ком-
плексу. 

ЕФЕКТ СТРИБКоПоДіБноЇ ЗМінИ
КонФоРМаціЇ альБУМінУ В РаЗі ЗБільШЕннЯ

ЙоГо КонцЕнТРаціЇ У РоЗЧИні

ПеРшКО Н. ю., ЛеВчеНКО О. Є., ПеЛЄВІН С. В.,
СТеБЛЯНКО Т. й., МеЛьНиК В. О., СиДОРеНКО М. В.

Інститут проблем кріобіології і кріомедицини НАН України, 
відділення біотехнічних проблем діагностики, Київ;

e-mail: natalipershko.@gmail.com

У ході цієї роботи ми мали на меті встановити, чи зазнає альбумін конформа-
ційних змін у разі збільшення його концентрації у розчині. 

Об’єктом дослідження служили мазки з розчинів ліофілізованого альбуміну 
людини (Sigma) у фізіологічному розчині (0,9%-й NaCl) із концентраціями від 20 
до 100 г/л. Зразок кожного з розчинів наносили на поверхню предметного скла і 
рівномірно розподіляли по ній. Після висушування при температурі �5–�7 °С на 
предметному склі утворюється тонка плівка альбуміну.

Далі досліджували спектри поглинання одержаних плівок у діапазоні 1700–
1600 см-1. Паралельно в цих самих розчинах визначали вміст SH-груп. Внаслідок 
роботи встановлено наявність позитивної кореляції між концентрацією альбуміну 
в досліджуваному діапазоні та площею під графіком модуля другої похідної спектра 
поглинання в діапазоні 1700–1600 см-1. Коефіцієнт кореляції дорівнює 0,997. Ана-
логічну кореляцію виявлено між концентрацією альбуміну та вмістом SH-груп.

Виявлена закономірність різко порушується (відбувається стрибкоподібне змен-
шення одночасно як спектрального показника, так і вмісту SH-груп) у разі збіль-
шення концентрації альбуміну в розчині вище певної величини, яка збігається з 
верхньою межею нормальних значень, властивих сироватці крові людини. 

Одержані результати дають підстави вважати, що у разі збільшення концент-
рації альбуміну має місце стрибкоподібна просторова зміна його макромолекул 
за участю SH-груп, яка відображається в інфрачервоному спектрі поглинання в 
діапазоні 1700–1600 см-1. 
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ФИЗИКо-ХИМИЧЕСКИЕ ПоКаЗаТЕлИ
СЫВоРоТоЧноГо альБУМИна

У нЕКоТоРЫХ ПРЕДСТаВИТЕлЕЙ КлаССоВ
ПРЕСМЫКаЮЩИХСЯ И ПТИц

ПеХиМеНКО Г. В.

Таврический национальный университет им. В. и. Вернадского,
Симферополь, Украина;

 e-mail: gvpekhimenko@mail.ru

С помощью физико-химических методов исследования: аналитического элект-
рофореза в полиакриламидном геле, денситометрии, гель-фильтрации и др. изу-
чены некоторые внутримолекулярные особенности альбуминовых фракций сыво-
ротки крови у представителей классов пресмыкающихся и птиц (по четыре вида 
от каждого класса). 

Показано, что молекулярные массы сывороточного альбумина у представи-
телей класса птиц варьируют от 62 400 до 65 250, а у пресмыкающихся от 60 1�0 
до 61 080 Да. В целом молекулярная масса сывороточного альбумина предста-
вителей класса птиц достоверно выше (Р < 0,05). Данный показатель снижается 
у птиц в ряду: курица → гусь → голубь → утка, у пресмыкающихся в ряду: уж 
водяной → черепаха → полоз → уж обыкновенный. Методом диск-электрофореза 
установлено, что количество протеиновых фракций сыворотки у исследуемых жи-
вотных различно, при этом внутри классов оно относительно стабильно (15–17 – у 
птиц; 9–10 – у пресмыкающихся). 

Установлено, что коэффициент электрофоретической подвижности (Кэф) аль-
буминовой фракции исследуемых видов внутри классов приблизительно стаби-
лен. Разброс значений внутри каждого класса составляет не более 0,02 единицы 
(0,75–0,77 у птиц; 0,69–0,71 у пресмыкающихся). В ряду видов птицы – пресмы-
кающиеся наблюдается уменьшение (Кэф) сывороточного альбумина. Причем, у 
представителей класса пресмыкающихся его содержание достоверно ниже, чем у 
представителей класса птиц (Р < 0,05).

Близкие значения Кэф у сывороточных альбуминов исследуемых видов внутри 
классов, вероятнее всего, отражают близость их суммарных поверхностных заря-
дов, а достоверное различие Кэф между классами указывает на различные поверх-
ностные заряды и молекулярный вес исследуемых протеинов. При определении 
протеинового спектра сыворотки крови исследуемых видов класса птиц и пре-
смыкающихся наблюдается определенная стабильность внутри классов, что может 
быть одним из показателей, характеризующих данный класс животных.

Таким образом, содержание альбумина в сыворотке крови животных, принад-
лежащих к разным классам, достоверно различается (Р < 0,05). В целом содержа-
ние альбумина в сыворотке крови представителей класса птиц достоверно выше 
аналогичного показателя у представителей класса пресмыкающихся. Внутри ис-
следуемых классов также наблюдаются некоторые различия в данных показателях, 
однако они незначительны (птицы: 42,�–48,2% от общего количества протеина 
сыворотки, пресмыкающиеся: �6,6–�8,9%), поэтому внутри классов данный пока-
затель можно считать относительно стабильным. 
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СТРУКТУРні оСоБлИВоСТі і ВлаСТИВоСТі
ПоЗаКліТИнноГо лЕКТИнУ ШТаМУ

B. subtilis іМВ В-7014 

1ПІДГОРСьКий В. С., 1КОВАЛеНКО е. О., 2КАРПОВА І. С.,
1САЩУК О. В., 1ГеТьМАН К. І.

1Інститут мікробіології і вірусології
ім. Д. К. Заболотного НАН України, Київ;

2Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: kovalenko@serv.imv.kiev.ua

На сьогодні велика увага вчених приділяється вивченню вуглеводзв’язувальних 
речовин – лектинів, які присутні в будь-якій живій системі і яким притаманна 
різноманітна медико-біологічна активність. Серед лектинів будь-якого походження 
найменш дослідженими є лектини сапрофітних мікроорганізмів. Встановлено, що 
лектини деяких сапрофітних штамів бацил виявляють виражені антивірусні, про-
типухлинні та імуномодулюючі властивості за відсутності токсичних та алергічних 
ефектів. Невизначеними залишаються їхні структурні характеристики.

Мета роботи: визначення структурних особливостей, фізико-хімічних і біо-
логічних властивостей позаклітинного сіалоспецифічного лектину сапрофітного 
штаму bacillus subtilis ІМВ В-7014 (штам В-7014). Вирішення цієї проблеми є не-
обхідним для створення лікарських засобів спрямованої дії та біорегуляторів із 
широким спектром активності. 

Експерименти проведено за допомогою методу автофокусування без застосу-
вання комерційних амфолітів. У кожній фракції досліджували гемаглютинуючу 
(лектинову) активність із використанням еритроцитів кроля та барана. Загальну 
кількість протеїну у фракціях визначали спектрофотометричним методом. Вугле-
водну специфічність виявляли в реакції пригнічення гемаглютинації. Електрофо-
ретичне розділення субстанції лектину проводили в системі SDS–ПААГ за мето-
дом Laemmli. 

Встановлено, що досліджуваний лектин являє собою комплекс двох ізоформ 
(кислої та лужної), які відрізняються між собою за фізико-хімічними та біологіч-
ними характеристиками, а саме: напрямком руху в електричному полі, локаліза-
цією відповідно до різних значень рІ, електрофоретичною рухливістю, рівнем ак-
тивності, ступенем афінності до різних вуглеводів та спорідненістю до еритроцитів 
тварин різної видової належності. Характерною рисою для всіх ізоформ лектину є 
наявність молекулярної одиниці з масою 50 кДа, саме якій притаманні лектинові 
властивості: високий рівень гемаглютинуючої активності та спорідненості до сіа-
лових кислот і сіаловмісних глікокон’югатів.
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ЕКСПРЕСіЯ альТЕРнаТИВнИХ СПлаЙС-ВаРіанТіВ мРнК
6-ФоСФоФРУКТо-2-КінаЗИ/ФРУКТоЗо-2,6-БіСФоСФаТаЗИ-2
У ЩУРіВ З ЕКСПЕРИМЕнТальнИМ цУКРоВИМ ДіаБЕТоМ

РАТУшНА О. О., ЛиПОВА Н. М., МІНчеНКО Д. О.,
БОжКО І. В., МиХАЛьчеНКО В. Г., МІНчеНКО О. Г.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: ominchenko@yahoo.com

Біфункціональний ензим 6-фосфофрукто-2-кіназа/фруктозо-2,6-бісфосфатаза 
(PFKFB) є одним із ключових ензимів регуляції метаболізму глюкози, оскільки 
вона контролює не лише гліколіз та глюконеогенез, але значною мірою і перший 
етап метаболізму глюкози – її фосфорилювання шляхом утворення комплексу з 
глюкокіназою. Цей ензим бере участь у регуляції різних сторін метаболізму глюко-
зи як у нормі, так і при різних формах патології, в тому числі у злоякісних пухли-
нах та при цукровому діабеті, а активність та експресія контролюється численними 
факторами, в тому числі і низкою гормонів. PFKFB – це родина біфункціональ-
них ізоензимів, які виконують одну і ту саму функцію – синтезу та розщеплення 
фруктозо-2,6-бісфосфату, мають дуже близькі за структурою каталітичні центри 
для 6-фосфофрукто-2-кінази та фруктозо-2,6-бісфосфатази, але різні регуляторні 
ділянки, що забезпечує тканинноспецифічний характер перебігу та регуляції глі-
колізу. Синтез різних ізоформ PFKFB кодується чотирма різними генами, причому 
про-мРНК кожного із них має по декілька альтернативних сплайс-варіантів, які 
відіграють важливу роль у механізмах регуляції метаболізму глюкози та гліколі-
зу, зокрема. Посилена експресія PFKFB та її активація в умовах гіпоксії чи у 
злоякісних пухлинах приводить до збільшення рівня фруктозо-2,6-бісфосфату та 
активації гліколітичного розщеплення глюкози, а при цукровому діабеті має місце 
пригнічення активності PFKFB, що було показано для PFKFB-1 печінки. 

Метою роботи було дослідження експресії різних ізоформ мРНК 6-фосфо-
фрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 у нирках та легенях щурів при екс-
периментальному цукровому діабеті, оскільки у цих органах PFKFB-2 відіграє 
важливу роль у регуляції гліколізу і експресується на високому рівні. Досліди про-
водили на щурах-самцях лінії Wistar, діабет спричинювали стрептозотоцином. Із 
легень та печінки виділяли РНК та досліджували експресію мРНК PFKFB-2 ме-
тодом полімеразної ланцюгової реакції комплементарних ДНК, одержаних шляхом 
зворотної транскрипції.

Проведеними дослідженнями виявлена експресія двох ізоформ мРНК 6-фос-
фофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-бісфосфатази-2 з різною С-кінцевою частиною 
як у нормі, так і при експериментальному цукровому діабеті у нирках та легенях 
щурів, причому у тварин з цукровим діабетом виявлено зниження експресії цих 
двох ізоформ мРНК PFKFB-2 як у нирках, так і у легенях. Більше того, аналіз 
клонованих кДНК PFKFB-2 із нирок діабетичних щурів виявив чотири нових 
альтернативних сплайс-варіанти мРНК 6-фосфофрукто-2-кінази/фруктозо-2,6-
бісфосфатази, що мають різні вставки та делеції як у 6-фосфофрукто-2-кіназній 
частині, так і у фруктозо-2,6-бісфосфатазній частині молекули PFKFB-2. Три із 
цих альтернативних сплайс-варіантів мРНК PFKFB-2 мають вставки чи делеції в 
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6-фосфофрукто-2-кіназній частині і є монофункціональними, оскільки не можуть 
кодувати синтез функціонально активної 6-фосфофрукто-2-кінази. Показано, що 
виявлені альтернативні сплайс-варіанти мРНК PFKFB-2 експресуються як у нир-
ках, так і у легенях щурів, і що експресія їх змінюється у тварин з експеримен-
тальним цукровим діабетом порівняно з контрольними щурами. Результати нашої 
роботи свідчать про суттєві порушення експресії мРНК PFKFB-2 на рівні альтер-
нативного сплайсингу пре-мРНК PFKFB-2 в нирках та легенях при цукровому 
діабеті, що може бути доказом складності механізмів регуляції метаболізму глю-
кози і гліколізу, зокрема, і одним із численних факторів їхнього порушення при 
цьому досить поширеному захворюванні.

ИЗУЧЕнИЕ нЕКоТоРЫХ БИоХИМИЧЕСКИХ
ПоКаЗаТЕлЕЙ ТКанЕЙ И СлИЗИ наЗЕМнЫХ
МоллЮСКоВ Helix albestins И Eobania vermiculata

РеЗНиК е. П.

Таврический национальный университет им. В. и. Вернадского,
Симферополь, Украина;

e-mail: elizabet.reznik@gmail.com

Целью исследований явилось определение количественного содержания протеи-
нов в тканях и слизи наземных моллюсков Helix albestins R. и Eobania  vermiculata M. 
В качестве первого этапа исследований была проведена сравнительная оценка со-
держания протеинов в слизи исследуемых моллюсков, а также влияние на их со-
держание первичной технологической обработки. Кроме этого, изучали электро-
форетический состав протеинов мышечной ткани и печени исследуемых видов. 

Содержание протеинов в слизи моллюсков определяли микробиуретовым ме-
тодом и методом Лоури. Разделение протеина по отношению к потенциальным 
денатурирующим агентам проводилось путем высаливания сульфатом аммония. 
Исследовали �0 особей Helix albestins и �0 особей Eobania vermiculata. Фракционный 
состав протеинов мышц и печени улиток изучали методом гель-электрофореза. В 
ходе экспериментов было получено около 60 электрофореграмм протеинов мышц 
и печени, извлеченных у 20 особей. Рассчитывали стандартные среднестатистичес-
кие электрофоретические спектры (ЭФ-спектры). 

В результате исследований получили следующие данные. Содержание протеина 
в цельной слизи Helix albestins и Eobania vermiculata не демонстрирует статистически 
достоверных различий и не претерпевает значимых изменений при фильтрации. 
Устойчивость слизи Eobania vermiculata к осаждению сульфатом аммония ниже, 
чем для Helix albestins. Снижение концентрации составляет 15,2 и 46,6% соответ-
ственно. 

В ходе исследования электрофоретического состава протеинов мышц и печени 
наземных моллюсков выявлены некоторые особенности, которые проявляются в 
различном распределении протеиновых фракций в ЭФ-спектрах, разной гетеро-
генности протеиновых зон, а также большим количеством фракций и большей 
электрофоретической подвижностью мышечных протеинов улиток.  
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Таким образом, полученные данные по содержанию протеина в слизи Helix 
albestins и Eobania  vermiculata позволят дать рекомендации по совершенствованию 
методов получения и переработки нативной слизи в фармацевтических целях. При 
изучении особенностей электрофоретического состава протеинов мышц и печени 
наземных моллюсков выявлены различия, которые могут быть использованы для 
оценки физиолого-биохимического состояния моллюсков.

ноВі РЕГУлЯТоРні ЕлЕМЕнТИ У ПРоМоТоРніЙ
ДілЯнці ГЕна MGMT МИШі

1САМОйЛеНКО І. О., 2ЯЦишиНА А. П., 2ПІДПАЛА О. В.,
2ВАГІНА І. М., 2ЛУКАш Л. Л. 

1Національний педагогічний університет ім. М. П. Драгоманова, Київ, Україна;
2Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;

e-mail: hi_ frehs@gala.net 

Репаративний фермент О6-метилгуанін-ДНК метилтрансфераза (MGMT) за-
хищає клітину від токсичної та мутагенної дії алкілувальних сполук, видаляючи 
алкільні групи з O6-позиції гуаніну в ДНК. Ген MGMt експресується в усіх кліти-
нах, однак рівень його експресії варіює залежно від типу клітин та їхніх ростових 
характеристик.

Про організацію промотора гена Mgmt миші відомо лише те, що він не має 
типових ТАТА і CCAAT блоків, збагачений на гуанін і цитозин, а також містить 
функціональні сайти Sp1, Ap1, E2F і URS-подібний сайт дріжджів. Тому метою 
даної роботи був аналіз промоторних ділянок досліджуваного гена на наявність 
потенційних цис-регуляторних елементів.

Об’єктом дослідження були одержані у відділі генетики людини Інституту мо-
лекулярної біології і генетики НАН України нові клітинні лінії G1 (24, 104 п.), G4 
(25 п.), G6 (25 п.) і G7 (20 п.), клітинну лінію �Т�, а також клітини 12,5-денних 
ембріонів миші лінії BALB/c. У роботі наведено результати аналізу ділянки про-
мотора 77428 із бази даних TRED. Функціональні сайти визначали за допомогою 
програми TFSEARCH, мобільні генетичні елементи – CENSOR. Ампліфіковані 
ділянки очищали, секвенували та аналізували їхні нуклеотидні послідовності, ви-
користовуючи програми BLASTN, Chromas і DNAStar5.

У відомому промоторі 77428 за допомогою in silico аналізу виявили 28 потенцій-
них сайтів для 1� нових індуцибельних і тканиноспецифічних транскрипційних 
факторів, здатних забезпечувати відповідь клітини на різноманітні сигнали. У всіх 
досліджених зразках не виявили змін у розподілі потенційних сайтів зв’язування 
із транскрипційними факторами та мобільних генетичних елементів. Очевидно, це 
пов’язано із важливістю цих регуляторних послідовностей для регуляції експресії 
даного гена.

Таким чином, у межах промотора гена Mgmt миші (77428, база даних TRED) 
виявили потенційні регуляторні елементи, функціональна активність яких потре-
бує експериментального підтвердження.
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DIVERSE PRESYNAPTIC MECHANISMS
UNDERLYING METHYL-β-CYCLODEXTRIN – MEDIATED

CHANGES IN GLUTAMATE TRANSPORT

SIVKo r. V., KrISANoVA N. V., borISoVA t. A.

Palladin Institute of biochemistry, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;
e-mail: tborisov@biochem.kiev.ua

The effect of the cholesterol-depleting agent methyl-β-cyclodextrin (MβCD) on exocy-
totic, transporter-mediated, tonic release, the ambient level and uptake of L-[14C]glutamate 
was assessed in rat brain synaptosomes using different methodological approaches of 
MβCD application. The addition of 15 mM MβCD to synaptosomes (the acute treatment, 
AT) immediately resulted in the extraction of cholesterol and two times increase in the 
extracellular L-[14C]glutamate level. When 15 mM MβCD was applied to synaptosomes 
for �5 min followed by washing of the acceptor (the long-term pretreatment, LP), this level 
was only one-third higher than in the control. The opposite effects of MβCD on tonic 
L-[14C]glutamate release and glutamate transporter reversal were found in AT and LP. 
Tonic release was dramatically enlarged in AT, but decreased after LP. Transporter-media-
ted release was increased several times in AT, but attenuated in LP. Exocytotic release 
of L-[14C]glutamate was completely lost in AT, whereas after LP it was half decreased in 
comparison with the control. Na+-dependent L-[14C]glutamate uptake was decreased by 
~60% in AT, whereas in LP, it was lowered by ~40% only. The presence of MβCD in the 
incubation media during AT caused dramatic dissipation of the proton gradient of synap-
tic vesicles that was shown with the pH-sensitive dye acridine orange, whereas after LP 
no statistically significant changes were registered in synaptic vesicle acidification. It was 
concluded that the diverse changes in glutamate transport in AT and LP were associated 
with the difference in the functional state of synaptic vesicles.

РоТаМЕРнЫЕ ВаРИанТЫ
КонФИГУРацИИ ПЕПТИДноЙ СВЯЗИ

И ИХ КоДИРоВанИЕ В ГЕноМЕ

СОКОЛиК В. В.

ГУ «институт неврологии, психиатрии и наркологии АМН Украины», Харьков;
e-mail: Sokolik67@rambler.ru

Накопился ряд противоречий вследствие сведения понятия первичной структу-
ры протеина всего лишь к «линейной последовательности аминокислотных остат-
ков». Речь идет, прежде всего, о различной пространственной структуре протеинов 
со 100% гомологией аминокислотных последовательностей (например, основной 
актин и α-актин 1), что дискредитирует главное правило сопоставительного мо-
делирования: «близкие аминокислотные последовательности упаковываются в 
близкие структуры». Также стоит упомянуть сформулированный С. Левинталем 
принцип закономерности специфического фолдинга протеина: «свернуться в на-
тивную конформацию случайным образом протеин не может». И наконец, гипоте-
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за Wobble неоднозначного спаривания кодон–антикодон для третьего нуклеотида 
триплета при рибосомном синтезе протеина. Предположили, что поскольку третий 
нуклеотид кодона не детерминирует аминокислотный остаток в полипептидной 
цепи, то он кодирует конфигурацию пептидной связи (КПС) в композиции смеж-
ных аминокислотных остатков. 

Были выделены три ротамерных варианта КПС: R (right), 0 (ноль) и L (left). 
Установили, что повторение в протеине R-КПС заставляет его полипептидную 
цепочку сворачиваться в правую спираль, повторение 0-КПС – в β-тяж, а повторе-
ние L-КПС – в левую спираль. Чередование R, 0 и L-КПС обусловливает неупоря-
доченный участок полипептидной цепи или выпетливание между фрагментами с 
вторичной структурой. Известно, что энергетические барьеры, разделяющие рота-
меры, не превышают ~100 кДж/моль, поэтому время их жизни в индивидуальном 
состоянии составляет ~10-5–10-1� с. Это, на первый взгляд, делает бессмысленным 
детерминирование в геноме определённого ротамерного варианта КПС, если не 
принять во внимание, что в составе полипептида он дополнительно фиксирован 
внутримолекулярными водородными связями.

Как же кодируется структурный шаблон протеина из последовательности пеп-
тидных связей в строго дискретных ротамерных вариантах и как этот код реа-
лизуется? На основе эмпирической таблицы композиционного генетического кода 
[Кушелев А. Ю., 2002] нами была составлена таблица генетического кода простран-
ственной структуры протеина, в которой каждому кодону кроме аминокислотного 
остатка поставлен в соответствие один из трех ротамерных вариантов КПС (R, 0 
или L). Таким образом, по нуклеотидной последовательности можно декодиро-
вать и построить индивидуальный структурный шаблон для любого неизвестного 
протеина. Данный подход хорош и для решения обратной задачи: моделирования 
новых протеинов с заданными свойствами, которые определяются их простран-
ственной структурой. 

МЕМБРаноЗВ’ЯЗана ТіаМінТРИФоСФаТаЗа
У СКлаДі ТіаМінЗВ’ЯЗУВальноГо ПРоТЕЇнУ
ПлаЗМаТИЧноЇ МЕМБРанИ СИнаПТоСоМ

СТРОКІНА А. О., ПАРХОМеНКО ю. М.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: a_strokina@mail.ru

Численні дослідження свідчать, що нервові клітини є найчутливішими серед 
інших до дефіциту вітаміну В1 (тіаміну), і порушення тіамінзалежних процесів у 
них є одним із важливих патогенетичних або обтяжуючих факторів деяких ней-
родегенеративних захворювань. Було розроблено гіпотезу, згідно з якою в нервовій 
клітині існує окремий пул тіаміну, представлений, в основному, його фосфатами, 
не зв’язаними з протеїнами, функціонування якого спряжене із функціонуван-
ням збудливої мембрани. Вважається, що ключову роль у цьому процесі відіграє 
тіамінзв’язувальний протеїн (ТЗП), який складається з двох субодиниць (6� та 
�5 кДа). Раніше було встановлено локалізацію ТЗП у плазматичній мембрані синап-
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тосом (ПМС) і його біфункціональність: поряд із здатністю специфічно зв’язувати 
тіамін, він вибірково гідролізує фосфорні ефіри тіаміну, найактивніше – тіамін-
трифосфат (ThTP), що дає підстави розглядати цей протеїн як мембранну ThTP-
азу. Окрім ТЗБ в літературі описано два різних ензими, що виявляють ThTP-азну 
активність: цитозольна та мембранозв’язана ThTP-аза. Метою даної роботи було за 
допомогою поліклональних антитіл, специфічних до цитозольної ThTP-ази дослі-
дити можливу гомологію між цим протеїном та досліджуваною мембранозв’язаною 
ThTP-азою у складі тіамінзв’язувального протеїну ПМС.

Було досліджено вплив поліклональних антитіл, специфічних до цитозоль-
ної ThTP-ази на ТhТР-азну активність ПМС. Виявлено, що обробка ПМС анти-
тілами, специфічними до цитозольного ензиму з молекулярною масою близько 
25 кДа, призводить до зниження ТhТР-азної активності плазматичних мембран в 
середньому на 48% порівняно із контролем, що вказує на те, що протеїн із ПМС 
виявляє високу ступінь гомології з цитозольною ТhТР-азою в первинній послідов-
ності. Методом Вестерн-блот аналізу підтверджено, що мембранозв’язана ThTP-аза 
є гомологічною цитозольній ThTP-азі. Також показано, що серед протеїнів ПМС 
тільки один протеїн є гомологічним цитозольному ензиму, який є складовою час-
тиною тіамінзв’язувального протеїну, ізольованого з ПМС, а саме його субодини-
цею з молекулярною масою �5 кДа. Тобто ТЗБ є єдиним носієм мембранозв’язаної 
ThTP-азної активності.

ВлИЯнИЕ МоДИФИКацИИ МЕМБРаннЫХ
лИПИДоВ на ФУнКцИональнУЮ
аКТИВноСТь P-ГлИКоПРоТЕИна

В лИМФоцИТаХ ЧЕлоВЕКа IN VITRO

ТАМАшеВСКий А. В.

ГНУ «институт биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси», Минск;
e-mail: tayzoe@mail.ru

Цель работы – исследовать влияние модификации мембранных липидов на 
функциональную активность P-гликопротеина (P-gp) в лимфоцитах человека. 

Функциональная активность P-gp определялась методом остаточного удержа-
ния родамина 12� (Rho12�, Sigma). В качестве ингибитора транспортной активнос-
ти P-gp использовали циклоспорин А (CsA, Fluka). Экспрессию P-gp оценивали 
моноклональными антителами UIC2-PE (Immunotech). Филиппин и метил-β-цик-
лодекстрин (m-β-cd, Sigma) были использованы в качестве агентов, модифицирую-
щих липидный бислой. 

Установлено, что процентное количество клеток, меченных UIC2-PE в сум-
марной популяции лимфоцитов доноров, составило в среднем 1,7–�,�%. После 
кратковременной обработки клеток додецилсульфатом натрия процент клеток, 
связавшихся с UIC2-PE, составил в среднем 9,1–12,�%. Это косвенно может сви-
детельствовать о возможной локализации P-gp в липидных рафтах лимфоцитов. 
Показано, что выход Rho12� из лимфоцитов снижается в среднем на 20–�0% по 
отношению к контролю после обработки клеток полиеновым антибиотиком фи-
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липпином, который связывает мембранный холестерол и нарушает структуру ли-
пидных рафтов. Остаточное удержание Rho12� в лимфоцитах после экстракции 
мембранного холестерола, полученное после обработки клеток m-β-cd, составило 
в среднем 120–180% по отношению к контролю и превысило таковое на 50–55% 
после действия СsА. Средняя интенсивность флуоресценции Rho 12� в лимфоци-
тах, модифицированных филиппином и m-β-cd после обработки клеток CsА, со-
ставила �5–45% и 2�5–250%, соответственно, по отношению к контролю. Наличие 
аддитивного ингибирования транспортной активности P-gp в лимфоцитах после 
воздействия m-β-cd и Cs А может свидетельствовать о том, что эффекты по выбро-
су Rho 12� не связаны с переходом P-gp в супернатант после экстракции холестеро-
ла из этих клеток. Таким образом, функциональная активность P-gp в лимфоцитах 
человека, оцененная по остаточному удержанию Rho 12�, связана с оптимальным 
содержанием и распределением холестерола в их мембранах, а также определяется 
целостностью структуры липидных рафтов в этих клетках. 

ВИВЧЕннЯ ВЗаЄМоДіЇ 2-5-оліГоаДЕнілаТіВ
іЗ ПРоТЕЇнаМИ За ДоПоМоГоЮ ФлУоРЕСцЕнТноЇ 

СПЕКТРоСКоПіЇ

ТКАчУК З. ю., ДУБей Л. В., ТКАчУК В. В., ТКАчУК Л. В., 
ЛОСиЦьКий М. ю., ЯЩУК В. М., ДУБей І. Я.

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: ztkachuk@bigmir.net

Метою роботи було дослідження можливості зв’язування 2-5-олігоаденілатів 
(2-5А) з протеїнами методом флуоресцентної спектроскопії. Для пояснення біоло-
гічної активності 2-5-олігоаденілатів ми припустили, що відбувається зв’язування 
їх із певними клітинними протеїнами. Виявити цю взаємодію можна за змінами 
у спектрах короткохвильової флуоресценції протеїнів, зумовленої триптофаном і 
тирозином. Поглинання протеїнів при 280 нм пов’язане з тирозином і меншою 
мірою триптофаном, тоді як поглинання при 295 нм асоціюється майже винятково 
із триптофаном, і його емісію можна селективно збудити при 295–�05 нм.  

Вивчали взаємодію альбуміну, кальмодуліну, імуноглобуліну IgG та інтерферо-
ну із серією олігоаденілатів, яка включає природний тример 2-5А� та його аналоги, 
що містять у �′-положенні залишки 8-аміноаденозину (2-5А�-NH2), інозину, корди-
цепіну та епокси-аденозину, а також тіофосфатний аналог 2-5-триаденілату. Додат-
ково вивчали аденозин, епокси-аденозин та епокси-модифікований динуклеотид 
2-5А2-epo. Препарати досліджували в концентраціях 5×10-5, 5×10-6 та 5×10-7 М, кон-
центрація всіх протеїнів становила �,5×10-6 M. Спектри флуоресценції записували 
зі збудженням 280 і 296 нм.  

Спостерігали гасіння флуоресценції протеїнів у присутності 2-5А, залежно від 
їхньої структури та концентрації. Так, 2-5А� в концентрації 5×10-5 М та при збу-
дженні 280 нм гасить емісію альбуміну на 55, кальмодуліну на 69, інтерферону на 
18 та імуноглобуліну на 8%. Гасіння триптофанової емісії (збудження при 296 нм) 
істотно менше. Препарат 2-5А�-NH2 гасить флуоресценцію альбуміну на 67% при 
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збудженні 280 нм і на 54% при збудженні 296 нм, та суттєво знижує емісію ін-
терферону (відповідно на 50 і �9%). Подібні закономірності спостерігаються і для 
інших сполук. У більшості випадків гасіння емісії, що збуджувалась при 280 нм, 
помітно вище, ніж флуоресценції триптофану. Зменшення концентрації 2-5А в 
10–100 разів у всіх випадках вело до значного зниження ефекту гасіння.

Таким чином, досліджені препарати в концентрації 5×10-5 М активно зв’язуються 
з альбуміном і кальмодуліном, менш активно – з інтерфероном і практично не 
взаємодіють з імуноглобуліном. Можна припустити, що взаємодія їх із протеїнами 
відбувається переважно в безпосередній близькості до залишків тирозину, а роль 
триптофану менша.

ДоСліДЖЕннЯ іЗоЕнЗИМіВ ФРУКТоЗоБіСФоСФаТаЗИ 
ФіТоПаТоГЕнноЇ аХолЕПлаЗМИ Та ВИВЧЕннЯ

ЇХніХ ВлаСТИВоСТЕЙ

ТОКОВеНКО І. П. 

Інститут мікробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного
НАН України, Київ;
e-mail: tira@bigmir.net

Відомо, що деякі ензими існують у вигляді декількох молекулярних форм, які 
генетично детерміновані. Ці множинні молекулярні форми окремого ензиму (ізо-
ензими) каталізують одну і ту саму реакцію і їм властива однакова субстратна 
специфічність, але вони мають різні фізико-хімічні і регуляторні властивості, що 
пов’язано з наявністю в них однакових каталітичних, але різних регуляторних 
центрів.  

Метою роботи було дослідження наявності ізозимних спектрів фруктозобіс-
фосфатази (ФБФ-ази) фітопатогенної ахолеплазми та вивчення деяких їхніх влас-
тивостей.

Внаслідок застосування методів автофокусування та електрофорезу в поліак-
риламідному гелі виявлено два ізоензими та встановлено їхню молекулярну масу, 
яка дорівнює 46 і 1�6 кДа. За визначення субстратної специфічності встановлено, 
що найефективнішим субстратом для обох ізоензимів виявився фруктозо-1,6-біс-
фосфат.

При дослідженні впливу катіонів двовалентних металів на активність ізоен-
зимів ФБФ-ази встановлено, що обидві досліджувані ізоформи ензиму потребують 
катіонів магнію для виявлення максимальної активності. Його катіони концент-
рації від 2,0 до 60 мМ підвищують активність обох ізоформ ФБФ-ази до 110% 
порівняно з контролем. Але при концентрації від 60 мМ і вище спостерігається 
пригнічення активності ізоформ цього ензиму.

Щодо впливу катіонів марганцю на активність ізоформ ФБФ-ази, то дія їх на 
ізоензими менш виражена і вони здатні лише частково заміняти катіони магнію.

Таким чином, при дослідженні ізоензимних профілів ФБФ-ази фітопатоген-
ної ахолеплазми виявлено два ізоензими з молекулярною масою 46 і 1�6 кДа та 
вивчено вплив катіонів двовалентних металів на активність ізоензимів ФБФ-ази. 
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Встановлено, що катіони магнію і марганцю виявляють себе як кофактори в реак-
ції, що каталізується ФБФ-азою цієї ахолеплазми і досліджувані ізоензими дуже 
чутливі до зміни концентрацій катіонів цих металів як в бік збільшення, так і в бік 
зменшення від оптимальної.

LYSOZYME INDUCES FORMATION OF LIPID DOMAINS
ON MEMBRANE SURFACE

trUSoVA V. M.

Karazin Kharkov National University, Ukraine;
e-mail: vtrusova@yandex.ru

Lateral asymmetry and formation of ordered lipid domains in cellular membranes 
have elicited extensive attention for more than four decades. Vast majority of studies indi-
cates that lipid heterogeneity may exist due to lipid-lipid, lipid-protein, and protein-pro-
tein interactions. One class of lipid inhomogeneities is represented by the domains formed 
by acidic lipids in response to adsorption of oppositely charged cationic proteins. The 
driving mechanism for such sequestration is the tendency of lipids to minimize the elec-
trostatic free energy of protein-lipid binding. In the present work we evaluated the ability 
of cationic protein lysozyme (Lz) to induce lateral redistribution of lipids in supported 
lipid bilayers (SLB) composed of zwitterionic lipid phosphatidylcholine (PC) and its mix-
tures with 5 or 25 mol% of anionic lipid cardiolipin (CL) (CL5 and CL25, respectively). 
Lipid bilayers contained trace amounts of BODIPY-PC or BODIPY-CL, and were visu-
alized using total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM). Addition of Lz 
to neat PC membranes exerted no influence on SLB morphology as can be judged from 
invariance of BODIPY-PC fluorescence. In contrast, incorporation of Lz in CL-contain-
ing membranes led to significant changes in bilayer organization, where protein binding 
caused large areas with increased surface fluorescence of BODIPY-CL. These areas are 
of micrometer size, and in general remain in the plane of the SLB, being in focus at the 
level of the SLB and characterized by a stepwise change in fluorescence intensity. Notably, 
the step size between the areas of different intensity is discrete and approximately equals 
the intensity level of the parent bilayer (quantified after subtraction of camera noise). The 
above findings suggest that observed structures are lipid domains enriched in CL. The 
magnitude of this effect was found to increase with CL content and Lz concentration. The 
domains were of micrometer size and remained in the plane of lipid bilayer. The step size 
between the areas of different intensity was discrete and approximately equaled the intensity 
level of the parent bilayer (quantified after subtraction of camera noise). The time-scale of 
lipid demixing corresponded to 15 minutes after Lz addition. Later no changes in domain 
location or size were observed. The sequence of the events was supposed to be as follows. 
Lz attaches to the headgroups of anionic CL via electrostatic attraction giving rise to the 
lateral migration of CL molecules, remote from protein binding site, towards interaction 
zone. Clustering of CL creates gradients of curvature and line tension along the membrane 
surface. If the curvature radius of anionic lipid-enriched areas significantly exceeds that 
of surrounding lipid, membrane can further lower the interaction energy by bending and 
stretching. These elastic properties underlie further possible structural transformations of 

СТРУКТУРА, ВЛАСТиВОСТІ ТА ФУНКЦІї БІОЛОГІчНиХ МАКРОМОЛеКУЛ...



111ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

CL-segregated regions. Such reorganization may manifest itself in squeezing out from 
parent SLB the multilayer lipid stacks, i.e. sheets of bilayers homogeneously stacked on 
top of each other. The obtained results may provide deeper insights into molecular details 
of such cellular processes as signal transduction, coupling of G-proteins with their recep-
tors, exocytosis, regulating the activity of phospholipase A2, protein kinase C, intracellular 
lipid and protein sorting. Moreover, present work may have implication with respect to Lz 
functioning against Gram-positive and Gram-negative bacteria containing CL.

This work was supported by the grant № 45�4 from the Science and Technology 
Center in Ukraine, grant № F28.4/007 from Fundamental Research State Fund, and 
award from Human Frontier Science Program.

МолЕКУлЯРна ПРИРоДа МУТаціЙ, ПоВ’ЯЗанИХ
іЗ ФЕноТИПоМ NOTCH У drosophila virilis

ТюТюННиКОВА А. П., ГУБеНКО І. С., МАЛюТА С. С.

Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
е-mail: anna.tyutyunnykova@gmail.com

Ген Notch – один із ключових генів раннього розвитку організму. Цей ген кодує 
трансмембранний гетеродимерний рецептор, і мутації в ньому призводять до най-
різноманітніших наслідків, в залежності від їхньої локалізації. Відомо, що мутації 
в 11 і 12 EGF-повторах зовнішньоклітинного домену протеїну Notch спричинюють 
появу мутантного фенотипу у Drosophila melanogaster, ознаками якого є:  потовщен-
ня жилок крила, особливо L� та L5; надрізи країв крила, особливо між жилками 
L5 та L4; дефекти у розвитку сенсорних органів (недорозвинені очі або повна їх 
відсутність, дефекти щетинок); мутантний фенотип проявляється лише у половини 
самиць, самці з мутацією гинуть. Вищеописаний фенотип є подібним до фенотипу 
мутантної лінії Drosophila virilis N122, залученого до нашого дослідження. 

Мета роботи – встановлення взаємозв’язку між фенотипом лінії N122 Drosophila 
virilis і мутаціями в ділянках 11 і 12 EGF-повторів гена Notch.

Об’єктом дослідження були чисті лінії D. virilis: дикий тип (лінія 9) та мутант-
на лінія N122. Здійснювалось виділення геномної ДНК D. virilis, дизайн олігонук-
леотидних праймерів для ампліфікування ділянки, яка кодує 11 і 12 EGF-повтори 
гена Notch, ПЛР, секвенування продуктів ампліфікації та аналіз одержаних резуль-
татів за допомогою програм BioEdit та Gene Runner, а також із використанням баз 
даних http://www.rcsb.org, flybase.org, www.ncbi.nlm.nih.gov.

Вперше було проведено молекулярний аналіз ділянки гена Notch D. virilis, яка 
відповідає за взаємодію рецептора Notch із його лігандами. Результати секвену-
вання показали наявність у мутанта трьох точкових мутацій, які, однак, жодним 
чином не впливають на зміну амінокислотної послідовності кінцевого протеїну. 
Тому можна вважати, що ці мутації є SNP (single nucleotide polymorphism – полі-
морфізмом по одному нуклеотиду).

Встановлено, що: 1 – в досліджуваному фрагменті гена Notch D. virilis наявні 
три точкові мутації, які можна віднести до SNP; 2 – виявлені мутації не змінюють 
амінокислотну послідовність протеїну, отже, в даному регіоні немає конформацій-
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них змін, пов’язаних із виявленими мутаціями; � – виявлені мутації не є причи-
ною утворення фенотипу мутантної лінії 122; 4 – запропоновано пошук мутацій 
в інших регіонах гена Notch (ділянках, що кодують анкіринові повтори, а також в 
ділянці, що кодує цитоплазматичний домен рецептора).

ДоСліДЖЕннЯ ВПлИВУ УаБаЇнУ
Та КаліКСаРЕнУ С107 на аКТИВніСТь

Na+,К+-аТР-ази У ПлаЗМаТИЧнИХ МЕМБРанаХ
ПЕЧінКИ ЩУРа В УМоВаХ IN VIVO Та IN VITRO

1ЦиМБАЛюК О. В., 2КОСТеРІН С. О., 3РОДІК Р. В.,
3КАЛьчеНКО В. І.

1Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
2Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;

3Інститут органічної хімії НАН України, Київ;
e-mail: otsimbal@univ.kiev.ua

Синтез і впровадження нових високоефективних хімічних сполук, які вияв-
ляють високу вибірковість щодо певних іон-транспортувальних систем клітини, 
зокрема натрієвої помпи, є надзвичайно важливою проблемою сучасної біохімічної 
мембранології та фармакології. Дійсно, одне з перших місць у світі за летальністю 
займають серцево-судинні захворювання, зокрема гіпертензія, гіпертрофія міокар-
да та кардіоміопатія. Ці захворювання супроводжуються порушенням функціону-
вання натрієвої помпи і надлишковим рівнем ендогенних кардіотонічних стероїдів. 
З іншого боку, лікарські засоби для корекції серцевої недостатності містять уабаїн 
(серцевий глікозид з наперстянки). Однак тривале застосування таких препаратів 
зумовлює значні системні порушення в організмі. Це свідчить про надзвичайну 
важливість пошуку альтернативних речовин, застосування яких спричиняло б се-
лективне пригнічення функції натрієвої помпи без шкідливих побічних ефектів. 

З джерел літератури відомо, що окремі каліксарени (С107, С99) в умовах in 
vitro більш специфічно, ніж уабаїн, модифікують іон-транспортувальні системи, 
зокрема Na+,K+-АТР-азу гладеньких м’язів. Тому завданням нашої роботи було в 
дослідах in vitro та in vivo дослідити ефекти уабаїну та каліксарену С107, а також 
його структурного компонента – фрагмента М�, на загальну (Mg2+,Na+,K+-АТР-азну), 
Mg2+-АТР-азну та Na+,K+-АТР-азну активність плазматичної мембрани гепатоцитів 
щура. 

Було виявлено здатність каліксарену С107 та уабаїну (обидві речовини у кон-
центрації 1 мМ) повністю пригнічувати Na+,K+-АТР-азну активність в умовах in 
vitro. Структурний компонент каліксарену – фрагмент М� не впливав на ензима-
тичну активність препаратів мембран.

В умовах хронічної дії in vivo (�6,� нмоль/г маси тварини) спостерігається різ-
норідна дія каліксарену С107 та уабаїну на Mg2+,Na+,K+-АТР-азну та Mg2+-АТР-
азну активність препаратів плазматичних мембран: загальна активність після 
ін’єктування уабаїну залишалась без змін, але вірогідно зростала уабаїн-нечут-
лива Mg2+-АТР-азна активність. При ін’єктуванні каліксарену С107 показники 
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Mg2+,Na+,K+-АТР-азної та Mg2+-АТР-азної активності знижувалися вдвічі порівня-
но з інтактним контролем. Каліксарен С107 зберігав свої інгібіторні якості щодо 
Na+,K+-АТР-ази в умовах цілісного організму. За умов in vivo фрагмент М� не змі-
нював показники ензиматичної активності. 

Таким чином, можна припустити, що механізми впливу досліджених речовин 
(каліксарену С107 та уабаїну) на натрієву помпу в умовах in vivo не ідентичні, тому 
є перспективним подальше вивчення особливостей дії каліксарену С107 в умовах 
організму. 

ДоСліДЖЕннЯ ФУнКціональнИХ ВлаСТИВоСТЕЙ 
ФіБРИноГЕнУ дезBβ(1-23)2

1,2чеРНишеНКО В. О., 1чеРНишеНКО Т. М.

1Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
2Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;

e-mail: bio.cherv@gmail.com

За допомогою обмеженого протеолізу фібриногену фібриногеназою, виділеною 
нами із отрути Echis multisquamatis, одержано та електрофоретично охарактеризо-
вано препарати фібриногену, позбавленого фрагмента Bβ(1-2�) – Fg-дезBβ(1-2�)2, та 
похідного від нього фібрину – Fn-дезААβ(1-2�)2. Метою нашої роботи було дослі-
дження особливостей полімеризації фібрину дезААβ(1-2�)2 і агрегації тромбоцитів 
у присутності дезBβ(1-2�)2 фібриногену.

Турбідиметричний аналіз полімеризації фібриногену дезBβ(1-2�)2, показав, що 
лаг-фаза тромбініндукованої полімеризації подовжується в 4 рази і тангенс кута 
нахилу кривої зменшується в 2,7 раза порівняно з нативним фібриногеном. Отже, 
відсутність фрагмента Bβ(1-2�) BβN-домену, впливає на формування протофібрил 
та на латеральну асоціацію їх. Виявлено також, що фібрин дезААβ(15-2�)2 має мен-
шу спорідненість до  ДД-фрагмента фібрину. Аналітична гель-проникна хромато-
графія показала, що концентрація стабільних ДД-фібринових комплексів з фібри-
ном дезААβ(15-2�)2 на 70% менша, ніж у разі з фібрином дезААВВ та дезАА. Цей 
факт може свідчити про участь фрагмента β(15-2�) βN-домену фібрину в утворенні 
ДДЕ-тріади під час полімеризації.

Досліджено агрегацію тромбоцитів у присутності фібриногену дезBβ(1-2�). По-
казано, що відсутність фрагмента Вβ(1-2�) BβN-домену фібриногену не впливає 
на швидкість та ступінь АDP-індукованої агрегації тромбоцитів, однак зменшує 
наступну дезагрегацію. Даний феномен можна пояснити дисоціацією αС-доменів 
фібриногену від центрального Е-регіону молекули фібриногену та одне від одно-
го після відщеплення BβN-домену з можливою експозицією RGD-послідовності 
Аα572-574. 

Таким чином, дослідження функціональних властивостей фібриногену 
дезBβ(1-2�)2 дало змогу одержати дані, що свідчать про участь фрагмента Вβ(1-2�) 
BβN-домену у побудові протофібрил, їхній латеральній асоціації, у процесах агре-
гації тромбоцитів. У ході досліджень фібриноген дезBβ(1-2�)2 зарекомендував себе 
як придатний інструмент для вивчення протеїн-протеїнових та протеїн-клітинних 
взаємодій за участю фібриногену.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



114 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

ВлИЯнИЕ УльТРаЗВУКа на СЕРИноВЫЕ ПРоТЕаЗЫ
И ИХ нЕаКТИВнЫЕ ПРЕДШЕСТВЕннИКИ

чеРНЯВСКий е. А., СТРеХА и. С., ЛеСНиКОВич ю. А.,
ВОЛОБУеВА В. В., АДЗеРиХО и. Э., шКУМАТОВ В. М.

Учреждение Белорусского государственного университета
«Научно-исследовательский институт
физико-химических проблем», Минск; 

e-mail: biopharm@bsu.by

Ультразвуковые волны давно и широко используются как физический фактор 
воздействия на живые организмы в физиологии и биохимических исследованиях. 
В последнее время очень активно развиваются методы применения ультразвука 
(УЗ) в терапевтической практике, производстве лекарственных препаратов и пи-
щевых продуктов. Однако до настоящего времени выбор оптимальных параметров 
УЗ при различных сферах его применения носит эмпирический характер. Целью 
работы было изучение влияния УЗ обработки на функциональные свойства и про-
странственную структуру сериновых протеаз и их неактивных предшественни-
ков. Исследовано влияние низкочастотного импульсного (27,4 кГц, 51,2 Вт/см2, 
50%-я скважность) УЗ на химотрипсин, трипсин, химотрипсиноген и трипсино-
ген. Проведен сравнительный анализ контрольных и обработанных ультразвуком 
протеинов методами SDS гель-электрофореза, гель-проникающей и обратно-фа-
зовой хроматографии, определением протеолитической активности и производной 
УФ-спектроскопии. Установлено, что в случае трипсина и химотрипсина ультра-
звуковая обработка приводит к потере энзиматической активности. Остаточная 
активность после УЗ обработки в течение 15 мин при �7 °С составляла 29% ис-
ходной активности химотрипсина и 16% трипсина. Наряду с этим УЗ обработка 
всех четырех протеинов приводит к накоплению продуктов автолиза. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что в процессе обработки УЗ часть молекул исход-
ных протеинов подвергается денатурации и дальнейшей быстрой протеолитичес-
кой деградации. 

СТРУКТУРні ХаРаКТЕРИСТИКИ аКТоМіоЗИнУ
СКЕлЕТнИХ М’ЯЗіВ За УМоВ оКИСноЇ МоДИФіКаціЇ

Та ПіД ВПлИВоМ УльТРаЗВУКУ

шеЛюК О. В., ОМеЛьЯНюК В. С., МеДиНСьКА К. О.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: shelyuk_olga@ukr.net

В останні роки суттєва увага дослідників приділяється вивченню модифікації 
протеїнових молекул під впливом активних форм кисню. Як відомо, при м’язовій 
травмі продукується надлишкова кількість вільних радикалів, які можуть спричи-
нювати безпосереднє ушкодження м’язових протеїнів. У літературі не існує даних 
про окисну модифікацію м’язового протеїнового комплексу – актоміозину, який є 
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зручною моделлю для вивчення м’язового скорочення. Тому метою нашого дослі-
дження стало вивчення структурних характеристик актоміозину в умовах окисної 
модифікації, а також з’ясування впливу ультразвуку (УЗ) на м’язовий протеїновий 
комплекс за даних умов. 

Дослідження проводили на актоміозині скелетних м’язів кролів (n = 7). Окис-
ну модифікацію протеїнів проводили за методом О. Ю. Дубініної зі співавторами, 
із нашими модифікаціями. Озвучення актоміозину проводили неперервним УЗ 
(0,88 МГц) з інтенсивністю 0,05; 0,2; 0,4; 0,7 і 1,0 Вт/см2 із використанням приладу 
УЗТ-�.04 С (Україна) впродовж 5 хв. 

Вплив окисної модифікації на структурні параметри актоміозину досліджу-
вали за спектрами флуоресценції протеїну та параметром В згідно з розробленим 
у відділі біофізики НДІ фізіології методу, який дозволяє реєструвати спектральні 
зсуви до 0,02–0,05 нм. 

Результати досліджень (Р < 0,05) показали, що після окисної модифікації ак-
томіозину інтенсивність флуоресценції становить 40% порівняно з нативним про-
теїновим комплексом (контроль), а за окисної модифікації попередньо озвученого 
УЗ актоміозину – 45%. Параметр В після дії УЗ зменшується зі зміщенням макси-
мумів спектрів на 0,1–0,� нм, за модифікуючої дії окислення на озвучений акто-
міозин параметр В зазнає більшого зменшення зі зміщенням максимумів спектрів 
приблизно на 1 нм.  

Отже, одержані результати показали, що за окисної модифікації відбуваєть-
ся гасіння інтенсивності флуоресценції, що може свідчити про модифікуючу дію 
вільних радикалів на структуру протеїнового комплексу. Незважаючи на позитив-
ний вплив УЗ певних режимів вплив окисної модифікації є значно вираженішим. 
Нормалізуючого впливу на досліджені структурні показники не відмічено.

Роль МалоГо РнП-КоМПлЕКСа В ФоРМИРоВанИИ
ТЕл ВКлЮЧЕнИЯ ВИРУСа ЯДЕРноГо ПолИЭДРоЗа

ТУТоВоГо ШЕлКоПРЯДа (Bombyx mori)

шиРиНА Т. В., БОБРОВСКАЯ М. Т., КОЗЛОВ Э. А.

институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины, Киев;
e-mail: e.a.kozlov@imbg.org.ua

Известно, что вирусы ядерного полиэдроза (ВЯП) на поздней стадии инфекции 
образуют тела включения (полиэдры), состоящие из вирионов и малого РНП-комп-
лекса с молекулярной массой около �0 000. Протеин тел включений (полиэдрин с 
Mr 28 500), кристаллизуясь в полиэдры, образует паракристалл, элементарной крис-
таллической ячейкой которого является 1�S-субъединица полиэдрина (Mr �40 000). 
Электрофорезом в полиакриламидном геле мы показали, что малый РНП-комп-
лекс содержит РНК длиной 50–60 нуклеотидов и полипептид с Mr 14 000 (р14). 
Биоинформационным подходом мы предсказали, что ВЯП b. mori кодируют малую 
РНК длиной 56 нуклеотидов, комплементарную к участку гена полиэдрина, ко-
дирующего аминокислотную последовательность, ответственную за протеин-нук-
леиновые взаимодействия. Предполагается, что предсказанная нами малая РНК 
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образует комплекс с р14, который представляет собой N-концевую половину поли-
эдрина. Гель-фильтрацией через Sephacryl S �00 и Superose 6 показано, что малый 
РНП-комплекс с Mr �2 000 образует димер, который, в свою очередь, образует ас-
социат с двумя 1�S-субъединицами полиэдрина с Mr около 700 000. Предлагается 
модель формирования полиэдров с участием малого РНП-комплекса.

Роль микроРнК В РЕГУлЯцИИ
ЭКСПРЕССИИ ГЕноВ, РаСПолоЖЕннЫХ

В КоМПлЕМЕнТаРнЫХ цЕПЯХ УЧаСТКоВ
ГЕноМа БаКУлоВИРУСоВ, КоДИРУЮЩИХ

оЧЕнь ПоЗДнИЕ ГЕнЫ

шиРиНА Т. В., БОБРОВСКАЯ М. Т., КОЗЛОВ Э. А.

институт молекулярной биологии и генетики НАН Украины, Киев;
e-mail: e.a.kozlov@imbg.org.ua

Вирусы ядерного полиэдроза (ВЯП) семейства бакуловирусов содержат два 
очень поздних гена ph и р10, расположенных на разных участках плюс цепи. На 
участке минус цепи, комплементарном к гену ph, расположен ген orf1629, а на 
комплементарном к гену р10 участке расположен ген р74. Ранее было известно, что 
имеет место перекрестная регуляция экспрессии генов ph и orf1629 ВЯП Autographa 
californica. Для второй пары комплементарных генов р10 и р74 такие данные от-
сутствуют. Мы предположили, что в процесс перекрестной регуляции генов ph и 
orf1629 ВЯП Autographa californica могут быть вовлечены микроРНК, закодирован-
ные в этих генах. Используя разработанный нами алгоритм поиска микроРНК в 
отдельно взятых районах генома бакуловирусов, мы предсказали микроРНК, за-
кодированные в выше упомянутых генах ВЯП Autographa californica и bombyx mori. 
Полученные данные позволяют нам сформулировать гипотезу, согласно которой 
в перекрестной регуляции экспрессии генов, расположенных в комплементарных 
участках генома бакуловирусов, принимают участие микроРНК, закодированные 
в этих участках.

ВИВЧЕннЯ МолЕКУлЯРнИХ оСноВ СПЕцИФіЧноГо 
ВПіЗнаВаннЯ ПРоКаРіоТноЇ тРнКTyr ТИРоЗИл-тРнК 

СИнТЕТаЗоЮ Thermus thermophilis 

1ЯРеМчУК Г. Д., 1ПОПОВА Х. Є., 2КУСАК С. А., 1ТУКАЛО М. А.

1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
2Європейська молекулярно-біологічна лабораторія, Гренобль, Франція;

e-mail: mtukalo@imbg.org.ua

Тирозин-тРНК синтетаза (ТирРС) належить до 1-го структурного класу амі-
ноацил-тРНК синтетаз. Незважаючи на це, ТирРС має дві неканонічні для цього 
класу риси. По-перше, це функціональний димер, який зв’язує дві молекули тРНК, 
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а по-друге, ТирРС має тип пізнавання тРНК, який характерний для 2-го струк-
турного класу аміноацил-тРНК синтетаз (Yaremchuk et al., 2002). Метою нашої ро-
боти було вивчення особливостей молекулярних основ специфічного впізнавання 
прокаріотної тРНКTyr тирозин-тРНК синтетази thermus thermophilus (ТирРСТТ) з 
використанням методу рентгеноструктурного аналізу, біохімічних методів та ген-
но-інженерних методів. Після інтенсивного скринінгу умов кристалізації й їхньої 
оптимізації нам вдалося одержати кристали комплексу ТирРСТТ : тРНКТyr, які 
мали кращу ніж раніше роздільну здатність (0,19 нм). Одержана структура з висо-
ким розділенням чітко показала входження �′-кінця тРНКТyr до активного центру 
ензиму. Більш чітко показано деталі впізнавання ензимом акцепторного стебла 
і варіабельної гілки тРНКТyr. Cпираючись на одержані нами структурні дані про 
будову комплексу ТирРСТТ: тРНКTyr було розпочато вивчення особливостей взає-
модії тРНКTyr із гомологічною тирозил-тРНК синтетазою методом сайт-спрямова-
ного мутагенезу. Для цього були одержані мутантні форми тРНКTyr і вивчена їхня 
аміноацилювальна активність. Виявилось, що мутації у акцепторному стеблі тРНК 
не призводять до значних змін активності РНКTyr, тоді як мутації у антикодоні 
призводять до повної її втрати. Таким чином, елементи впізнавання гомологічної 
синтетази для прокаріотної тРНКTyr знаходяться, в першу чергу, в антикодоні, тоді 
як в системах із евкаріот і архебактерій основними елементами впізнавання є за-
лишки нуклеотидів акцепторного стебла, а антикодон не вносить суттєвого внеску 
до цього процесу.
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II. РЕГУлЯціЯ МЕТаБоліЧнИХ 
Та КліТИннИХ ФУнКціЙ
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ДОПОВІДІ

ДоСліДЖЕннЯ оБМінУ іоніВ Са
У МіТоХонДРіЯХ ГлаДЕньКоГо М’ЯЗа

За ДоПоМоГоЮ ПРоТоЧноЇ цИТоМЕТРіЇ

БАБІч Л. Г.

Інститут біохімії  ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail:babich@biochem.kiev.ua

Більшість Са2+-сигналів у клітині спряжені з обміном цього катіона у міто-
хондріях. Сьогодні мітохондрії розглядають як один з внутрішньоклітинних пулів  
Са2+. В наших експериментах з використанням потенціалчутливого флуоресцент-
ного зонда TMRM досліджено Са2+-індуковані зміни мембранного потенціалу 
ізольованих мітохондрій міометрія. Так, зокрема, показано, що додавання Са2+ 
(100 мкМ) у середовище інкубації індукує деполяризацію мітохондріальної мем-
брани. За наявності у середовищі інкубації Mg2+ (� мМ) і АТР (� мМ) додавання 
Са2+ (100 мкМ) не супроводжується деполяризацією, що, можливо, пояснюється 
функціонуванням  АТР-синтетази в оберненому напряму як Н+-помпи, яке запобі-
гає дисипації мембранного потенціалу мітохондрій. 

З використанням Са-чутливого флуоресцентного зонда fluo-�AM та проточного 
цитометра також доведено можливість реєстрації рівня іонізованого Са у матриксі 
мітохондрій. Зокрема, показано, що, за умов моделювання функціонування Са2+-
уніпортеру мітохондрій, має місце Са2+-індуковане збільшення інтенсивності флуо-
ресценції зонда fluo-�, величина якого залежала від  концентрації катіона. Накопи-
чення катіона є стабільним у часі та пригнічується введенням 5 мкМ А2�187+1 мМ 
EGTA. За наявності 1 мкМ протонофору СССР та 20 мкМ Са2+ інтенсивність флуо-
ресценції зонда не змінюється. Введення іонів Са у середовище інкубації, що не 
містить АТР та Mg, приводить до деполяризації мітохондріальної мембрани, проте 
це не перешкоджає акумуляції Са2+ у матриксі. Рівень Са2+ у деполяризованих мі-
тохондріях збільшується за наявності у середовищі інкубації рутенієвого червоного 
та іонів Mg. Отже, показано, що ізольовані мітохондрії міометрія накопичують 
іони Са як у поляризованому, так і деполяризованому станах.

Таким чином, за допомогою проточної цитометрії та з використанням фрак-
ції ізольованих мітохондрій можна досліджувати: 1) закономірності обміну йонів 
Са; 2) зміни мембранного потенціалу; �) зміни форми та розміру об’єкту, а також 
4) проводити  скринінг ефекторів, які здатні модулювати ці параметри. 
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SWEET SIGNS OF APOPTOTIC DEATH

bILyy r., toMIN A., SHKANDINA t., MAGorIVSKA I.,
StoIKA r., KIt yu.

Institute of cell biology, National Academy of Sciences of Ukraine, Lviv;
e-mail: r.bilyy@nas.gov.ua

Earlier, we proved that exposure of sub-terminal galactose and mannose residues of 
glycocalyx glycoproteins via their desialilation is the intrinsic feature of apoptotic cells 
(Bilyy et al., Cytometry, 200�; Bilyy et al. Autoimmunity, 2007; Bilyy et al. Apoptosis, 
2008). This phenomenon has been effectively used for detection of apoptotic cells (Bilyy et 
al. Autoimmunity, 2009). It is also known that an exposure of desialated proteins on the 
surface is one of the markers for phagocytes to eliminate the cell. Failure in the elimina-
tion of apoptotic cells results in autoimmune disorders. The aim of current work was to 
clarify the role of surface glycans, particularly desialated, in the apoptotic cells clearance 
and to reveal the mechanisms responsible for cell surface glycan changes during apoptosis. 
We have studied sialidase activity responsible for apoptotic glycan desialation. Fluorescent 
vital dyes were used to conduct the study of enzymatic sialidase activity. An increase of 
sialidase activity on the surface of apoptotic cells was proved as early as 2 h after the on-
set of apoptosis. Sialidase activity was localized in the integral protein fraction of plasma 
membrane. Besides, we have shown that an increase in sialidase activity during apoptosis 
is caspase-dependent process and both the involved caspases and their cellular targets have 
been identified. By artificial desialilation of cells, we were able to significantly increase 
their clearance by human macrophages. While the induction of apoptosis in the presence 
of sialidase inhibitor led to inefficient clearance of apoptotic cells lacking desialilated 
glycotops on their surface. The commercially available neuraminidases are mostly of bac-
terial origin, and human sialidases are not available for artificial cell desialation. Taking 
this into account, we performed a screening for catalytic antibodies possessing sialidase 
activity (Sialic-abzymes) in the blood serum (since desialated cells are primary ones in 
contact with blood serum). We failed to detect any sialic-abzyme activity in blood serum 
of healthy donors, but we found it to be significantly higher in the IgG fraction of patients 
with multiple myeloma and SLE. By using proteinG-sepharose, we have isolated abzymes 
possessing sialidase activity. To prove that sialidase activity is an intrinsic property of iso-
lated molecules, we performed HPLC analysis in the adverse conditions facilitating disso-
ciation of immune complexes, as well as in gel digestion of fluorescent sialidase substrate. 
Treatment of cells with sialic abzymes demonstrated their action towards human RBCs 
and PMNs which led to an increased clearance by human macrophages. Summarizing, 
we present a novel tool to facilitate apoptotic clearance and mechanisms underlying its 
action.

This work was partly supported by WUBMRC Grant, grants from NASU, President 
of Ukraine, and German-Ukrainian bilateral grant UKR08/0�5.
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THE MOLECULAR MECHANISMS UNDERLYING
THE CHANGES IN ACTIVE GLUTAMATE TRANSPORT

AND DEVELOPMENT OF SYNAPTOPATHY

borISoVA t. A.

Palladin Institute of biochemistry, National Academy of Sciences
of Ukraine, Kyiv;

е-mail: tborisov@biochem.kiev.ua

The study was focused on the analysis of the changes in key characteristics of glutama-
tergic neurotransmission: (1) Na+-dependent glutamate uptake by rat brain nerve terminals; 
(2) the extracellular level and tonic release of glutamate, i.e., parameters, which determined 
spontaneous activity of the brain; and (�) stimulated by depolarization of the plasma mem-
brane exocytotic (Ca2+-dependent) and transporter-mediated (Ca2+-independent) release of 
glutamate under different experimental conditions. 

Two model systems were used to investigate the alterations in glutamate transport and 
so the experiments were carried out on: (*) nerve terminals of rats subjected to hypergravi-
ty in the cranio-caudal direction and (**) cholesterol-deficient nerve terminals that were 
obtained after the treatment with cholesterol-depleting agent, methyl-β-cyclodextrin. 

The changes in uptake, unstimulated/stimulated release and the ambient level of 
L-[14C]glutamate were found in both experimental models. Interrelations between uptake, 
tonic release and ambient level of the neurotransmitter were determined under conditions 
of hypergravity and cholesterol deficiency. Using the latest model, we demonstrated that 
the malfunction of glutamate transporters reduced the cytosolic level of the neurotrans-
mitter and augmented the ambient glutamate concentration, thereby favoring a decrease 
in intra-to-extracellular glutamate ratio and net tonic glutamate release. 

The alterations in stimulated by depolarization exocytotic and transporter-mediated 
release of glutamate were shown to be a result of a decrease in the proton gradient of synap-
tic vesicles, and thus the redistribution of glutamate between the vesicular and cytosolic 
pools. This redistribution was attributable to both experimental models but led to different 
physiological consequences under conditions of hypergravity and cholesterol deficiency. 
The molecular mechanisms underlying the changes in active glutamate transport, which 
caused the development of synaptopathy, were analyzed. 

Blood platelets contain Na+-dependent glutamate transporters similar to those located 
in the plasma membrane of neurons. The aim of the research was to analyze compara-
tively transport of glutamate in blood platelets and nerve terminals. Possible significance 
of blood platelets as the peripheral models of presynaptic nerve terminals and as markers 
in synaptopathy was assessed. 
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ВПлИВ ПоЗаКліТИннИХ аДЕніноВИХ
нУКлЕоТИДіВ на інТЕнСИВніСТь

СТИМУльоВаноГо СУКцИнаТоМ ДИХаннЯ
СЕКРЕТоРнИХ КліТИн СлИннИХ ЗалоЗ

лИЧИнКИ ДЗВінцЯ

ВеЛиКОПОЛьСьКА О. ю., МАНьКО Б. О.,
ПАСЛАВСьКА К. В., МАНьКО В. В.

Львівський національний університет імені Івана Франка, Україна;
e-mail: olga.Velykopolska@gmail.com

У слинних залозах личинки дзвінця ідентифіковано P2X- і P2Y-рецептори (Ве-
ликопольська, Манько, 2005). За тривалої дії агоністів деякі P2X-рецептори (напри-
клад, P2X7-рецептори ссавців) з катіонного каналу перетворюються на неселектив-
ну пору, проникну для сполук з молекулярною масою до 900 Да (Surprenant et al., 
1996; Virginio, 1997). Метою нашої роботи було перевірити можливість такої транс-
формації P2X-рецепторів досліджуваних клітин, використовуючи непроникний 
через плазматичну мембрану сукцинат (Hems et al., 1968). Проникність сукцинату 
(118,09 Да) оцінювали за швидкістю поглинання O2, яку визначали полярографічно 
з використанням кисневого електрода Кларка. Позаклітинне середовище містило, 
ммоль/л: NaCl – 1�6,90, KCl – 5,�6, CaCl2 – 1,76, Na2HPO4 – 0,�5, KH2PO4 – 0,44, 
MgCl2 – 0,49, глюкоза – 5,55; pH 7,2. Для активації P2X-рецепторів використову-
вали АТР або АDP у концентрації 100 мкмоль/л, клітинне дихання стимулювали 
сукцинатом (0,�5 ммоль/л). Швидкість поглинання кисню інтактними слинними 
залозами становила 0,76 ± 0,02 нг-ат. О/(хв × зал.). Внаслідок додавання сукцинату 
інтенсивність дихання не змінилася (n = 10), що свідчить про непроникність плаз-
матичної мембрани для нього. Крім того, додавання лише АDP чи АТP також не 
призводило до змін швидкості поглинання кисню (n = 5). Але за спільної дії агоніс-
та P2-рецепторів і сукцинату поглинання кисню підсилювалося. Причому, ступінь 
підсилення залежав від послідовності додавання цих речовин та типу агоніста. 
Так, додавання АDP у середовище, що містило сукцинат, стимулювало дихання на 
22,�1% (n = 5, P ≤ 0,01). Сукцинат після попереднього внесення АDP спричиняв 
збільшення швидкості дихання на 18,91% (n = 5, P ≤ 0,01). Аналогічно, АТP після 
сукцинату інтенсифікував поглинання кисню на 40,29% (n = 5, P ≤ 0,01), тоді як 
сукцинат на тлі АТР – лише на �1,77% (n = 5, P ≤ 0,01). Отже, сукцинат активував 
дихання секреторних клітин слинних залоз личинки дзвінця за присутності АDP 
або АТP у концентрації, недостатній для інтенсифікації чи пригнічення окисного 
фосфорилювання. Це підтверджує наявність у плазматичній мембрані P2X-рецеп-
торів, подібних за властивостями до P2X7-рецепторів ссавців. Спорідненість цих 
рецепторів до АТP є вищою, ніж АDP, що також притаманно P2X7-рецепторам 
(Surprenant et al., 1996). Наявність таких рецепторів дозволяє досліджувати вплив 
непроникних через ліпідний матрикс плазматичної мембрани агентів на внутріш-
ньоклітинні процеси.
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ВПлИВ Кон’ЮГоВаноЇ лінолЕВоЇ КИСлоТИ
на ПРоліФЕРаціЮ КліТИн РаКУ

ПРоСТаТИ лініЇ С4-2

1ВУДМАСКА І. В., 2КАРПОВА е. А., 2КУЛиК Г. О. 

1Інститут біології тварин НААН України, Львів;
2wake Forest University School of Medicine, winston-Salem, Nc, USA;

e-mail: igor.vudmaska@inenbiol.com.ua 

Тривалий час усі транс-ненасичені жирні кислоти вважалися шкідливими, 
проте зараз встановлено, що цис-, транс-кон’юговані ізомери лінолевої кислоти 
мають антиканцерогенні, антиліпогенні, антидіабетичні та протизапальні власти-
вості. 

Нами проведено дослідження впливу синтетичних 9с,11t і 10t,12c 18:2 кислот 
на проліферацію клітин раку простати С4-2 та вміст у них деяких регуляторних 
протеїнів. До культури клітин додавали зв’язані з бичачим сироватковим альбумі-
ном жирні кислоти у концентрації 50 мкмоль та інкубували протягом 24 годин. 
Контролем служили клітини, які інкубувалися з альбуміном без жирних кислот. 

Обидві жирні кислоти пригнічували проліферацію. Після інкубування у зраз-
ках, до яких додавали 9с,11t ізомер, кількість клітин була у 1,5, а у зразках з 10t,12c 
ізомером у 2 рази меншою порівняно з контролем. Згідно результатів багатьох до-
слідників 10t,12c ізомер у деяких видах пухлин збільшує вміст каспаз �, 8, 9 та 12 
(MCF-7, MDA-MB-2�1, HT-29, SK-HEP-1, MIP-101, PC-�, dRLh-84) і зменшує екс-
пресію та фосфорилювання Akt (MCF-7, MDA-MB-2�1, HT-29, TSU-Pr1). Проте, 
в наших дослідженнях активація прокаспази-� була незначною і статистично не 
вірогідною. Разом з тим, ми виявили, що 10t,12c 18:2 на 20% посилює стимулюю-
чу дію LY294002 на вміст каспази-�. Наші дослідження не показали міжгрупових 
різниць у кількості pAkt за додавання обох досліджуваних жирних кислот. Не ви-
явлено також впливу на вміст LC�-II, зростання якого характерне для автофагії.

Таким чином з одержаних результатів випливає, що 9с,11t і 10t,12c ізоме-
ри лінолевої кислоти пригнічують ріст тканинної культури раку простати С4-2, 
проте на відміну від багатьох інших ракових клітин цей вплив скоріш за все не 
пов’язаний з посиленням апоптозу. Оскільки за цих умов не стимулювалася ав-
тофагія, а мікроскопічні дослідження не виявили некротичних змін, зменшення 
кількості ракових клітин лінії С4-2 у присутності 9с,11t і 10t,12c 18:2 жирних кис-
лот, очевидно, зумовлене сповільненням проліферації.
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PERINATAL HYPOXIA INDUCES LONG-LASTING
CHANGES IN GABAERGIC PROCESSES IN THE RAT

BRAIN HIPPOCAMPUS

HIMMELrEIcH N. H., yAtSENKo L. N., PoZDNyAKoVA N. G.,
PArKHoMENKo N. t.

Palladin Institute of biochemistry, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;
e-mail: ninahimm@biochem.kiev.ua

Perinatal hypoxia leads to multiple chronic neurological deficits that appear to be 
a consequence of disturbing a developmentally regulated maturation process, including 
organization of axonal connections in the developing brain. GABA, which is the first 
functional neurotransmitter in the developing brain, plays an important signaling function 
for synapse formation and network construction. In contrast to an adult’s brain, where the 
effect of GABA is inhibitory, neurons of immature brain respond to GABA by excitation. 
Changes in key components of the GABAergic system in the newborn brain induced by 
hypoxia are thought to play a pivotal role in the pathophysiology of chronic neurological 
deficits. 

Here, we report the data obtained in experiments with rats exposed to hypoxia and 
seizures at an age of 10-12 postnatal days and taken in experiments 8-9 weeks after 
hypoxia episode. We evaluated the functional activity of plasma membrane GABA trans-
porters, the extracellular level of GABA, a regulatory effect of presynaptic metabotropic 
GABAB autoreceptors in control rats and rats exposed to a single episode of hypoxia/sei-
zures at the perinatal period. Experiments were performed with isolated nerve terminals 
(synaptosomes) from the rat brain hippocampus. Special attention was paid to pyruvate as 
an excellent neuroprotective agent. 

We have revealed that one of the consequences of perinatal hypoxia was a signifi-
cant decrease of the initial and maximal rates of GABA accumulation in hippocampal 
nerve terminals (from �28.5 ± 26.4 to 258.2 ± 20.0 pmol/min x mg of protein and from 
980.4 ± 68.6 to �84.0 ± 5�.8 pmol/min x mg of protein, respectively), although perinatal 
hypoxia did not induce any changes in affinity of GABA transporters to the transmitter; 
the value of the apparent Km was 8.9 ± 1.8 μM for the control as well as for experimental 
rats. 

The extracellular [�H]GABA level maintained by  hippocampal synaptosomes was 
significantly higher in adult rats exposed to hypoxia/seizures at P10-12 than in the control 
adult rats.  Moreover, the experimental rats, in contrast to the control rats, were characteri-
zed by inability to maintain a stable level of the extracellular [�H]GABA. The latter had 
a tendency towards rising. Pyruvate was a highly effective for lowering and stabilizing the 
extracellular [�H]GABA levels. This action of pyruvate was associated with activation of 
GABA accumulation and modulation of kinetic properties of GABA transporters. 

Presynaptic GABAB autoreceptors modulate voltage-gated Ca2+-channel permeability 
thereby controlling release of GABA. We have revealed that in the control group of rats 
activation of hippocampal presynaptic GABAB receptors by baclofen resulted in a slight 
inhibition of exocytotic GABA release, by 12.� ± �.4%. In rats exposed to hypoxia, the 
inhibitory action of GABAB receptors on the release of GABA became essentially stronger 
amounting to �2.2 ± 2.1%. 
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It is concluded that a long-lasting increase in the extracellular GABA level evoked by 
perinatal hypoxia is a consequence of diminished activity of GABA re-uptake and could 
be a reason of enhanced expression of presynaptic GABAB autoreceptors that results in 
impairment of inhibitory processes and triggering pathological hyperexcitability of the 
neuronal network. 

ВИКоРИСТаннЯ ПоТЕнціалЧУТлИВоГо
ЗонДа DIOC6(3) ДлЯ ТЕСТУВаннЯ ПоТЕнціалУ
ПлаЗМаТИЧноЇ МЕМБРанИ Та МіТоХонДРіЙ 

ГлаДЕньКоМ’ЯЗоВИХ КліТИн МаТКИ 

ДАНиЛОВич Г. В., ДАНиЛОВич ю. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: danylovych@biochem.kiev.ua

Зміни мембранного потенціалу плазматичної мембрани та мітохондрій відігра-
ють важливу роль у забезпеченні обміну катіонів та підтриманні іонного гомеоста-
зу в клітинах. У зв’язку з цим набуває важливого значення можливість тестування 
потенціалу як плазматичної мембрани так і мітохондрій, а також дослідження його 
змін під дією різних агентів.

Для тестування трансмембранного потенціалу (Δφ) ми застосували потенціал-
чутливий флуоресцентний зонд DiOC6(�) (�,�′-дигексилоксакарбоцианін), який на-
лежить до класу цианінових барвників, є ліпофільним та позитивно зарядженим. 
Методом спектрофлуориметрії на фракції везикул сарколеми, виділеної методом 
диференційного центрифугування у градієнті густини сахарози, було показано, 
що крива залежності відносного гасіння флуоресценції зонда DiOC6(�) (5 мкМ, 
λзб = 450 нм, λфл = 506 нм) після додавання валіноміцину (0,5 мкМ) від зміни 
концентрації К+ у позавезикулярному середовищі майже збігалася із кривою від-
повідної залежності Δφ, розрахованої за рівнянням Нернста. Отже, на мембрані 
везикул формується К+-рівноважний потенціал (знак мінус всередині), значення 
якого визначається величиною калієвого градієнта. 

Для підтвердження цих результатів використали метод протокової цитометрії 
(протоковий цитометр COULTER EPICS XLTM, λзб = 488 нм, λфл = 510 нм). Оціню-
вали інтенсивність флуоресцентної відповіді більшості везикул в їхній загальній 
популяції. Було показано пряму залежність між флуоресцентною відповіддю зонда 
та розрахованим Δφ у разі зміни наведеного потенціалу від -58,� до -10,� мВ. Зна-
чення відносної флуоресцентної відповіді зонда, за різних концентрацій К+ ззовні 
везикул, наближались до значень величини Δφ, розрахованого за рівнянням Нерн-
ста. Таким чином, показана можливість тестування штучного К+-рівноважного 
потенціалу на мембрані везикул методом протокової цитометрії з використанням 
DіОС6(�), який за своєю величиною відповідає розрахованому за рівнянням Нерн-
ста. 

Наступним етапом було дослідити можливість тестування як трансмембранно-
го потенціалу (ΔφПМ), так і мітохондріального потенціалу (ΔφМ) на моделі міоцитів 
з використанням методу спектрофлуориметрії у стандартному середовищі Хенкса. 
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Показане зростання інтенсивності флуоресценції DiOC6(�) в залежності від його 
концентрації в клітинній суспензії. Виявлено, що при 10 нМ DiOC6(�) зростання 
інтенсивності флуоресценції не чутливе до уабаїну (1 мМ) та калієвої гіперполяри-
зації (120 мМ), але знижується в присутності СССР (10 мкМ). За 50 нМ – 1 мкМ 
DiOC6(�) відповідь зонда чутлива як до уабаїну та КСl (вплив на потенціал сар-
колеми), так і до протонофору СССР (вплив на мітохондріальний потенціал). За 
наявності детергенту дигітоніна та СССР (або 1 мМ NaN�) зростання інтенсивності 
DiOC6(�) не спостерігали.

Таким чином, відпрацьовані умови для тестування потенціалів ΔφПМ та ΔφМ 
на моделі міоцитів за допомогою DiOC6(�), що може дозволити використати дану 
модель у разі дослідження впливу різноманітних агентів.

сGMP-нЕЗалЕЖні ЕФЕКТИ оКСИДУ аЗоТУ
В МіоМЕТРіЇ, ЯКі МоЖУТь лЕЖаТИ В оСноВі

РЕГУлЯціЇ КонТРаКТИльноЇ аКТИВноСТі

ДАНиЛОВич ю. В., ДАНиЛОВич Г. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: danylovych@biochem.kiev.ua

Здатність оксиду азоту розслабляти гладенькі м’язи зумовлює інтерес до ви-
користання донорів NO в акушерсько-гінекологічній практиці. У фізіологічних 
експериментах донори NO викликають релаксацію смужок міометрію. Але шляхи 
реалізації функціональної активності оксиду азоту в матці вивчені недостатньо і 
це складає актуальну наукову проблему. Наші дослідження та дані літератури де-
монструють підвищення під впливом донорів NO вмісту cGMP у міометрії. Втім, 
як демонструється в чисельних роботах, цей ефект слабко корелює з розслаблен-
ням тканини. Серед альтернативних механізмів дії NO передбачають активацію 
Са2+-залежних К+-каналів. У відповідності до цього нашою метою було дослідити 
сGMP-незалежні ефекти оксиду азоту (як донори NO використовували нітропрусид 
і нітрит натрію) у міометрії, які можуть лежати в основі регуляції контрактильної 
активності. Об’єктом досліджень слугувала первинна культура міоцитів та фрак-
ція сарколеми міометрію щурів та свиней, були використані методи спектрофлуо-
риметрії, лазерно-кореляційної спектроскопії, протокової цитометрії, електронної 
мікроскопії та радіоізотопна техніка.

Було показано, що донори NO підвищують концентрацію Са2+ у міоплаз-
мі (виміри проведені з використанням флуоресцентного зонду BCECF-AM) та 
стимулюють пасивний транспорт катіону у міоцити (застосований 45Са2+). Для 
з’ясування причин цього була використана модельна система везикул сарколеми 
міометрія, характеристики яких відповідають наведеним у літературі. Досліди з 
використанням флуоресцентного зонду АНС і методу “іонного удару” показали, 
що поверхнева щільність зарядів знижується під впливом нітриту натрію, що суп-
роводжується гасінням флуоресценції зонду і зниженням гідродинамічного діа-
метру везикул. Останій показник залишається майже незмінним у присутності 
модифікаторів позитивно заряджених хімічних груп поверхні мембрани. Можливе 
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зниження щільності позитивних зарядів сарколеми з відповідним посиленням ре-
цепції і транспортування катіонів – одне з вірогідних пояснень зареєстрованого 
нами зростання акумуляції Са2+ везикулами під впливом NO. Зростання концен-
трації Са2+ у міоплазмі за дії донорів NO може бути також обумовлене пригнічен-
ням активності транспортної Ca2+, Mg2+-АТР-ази, яке спостерігається під впливом 
нітропрусиду та нітриту натрію. У присутності дитіотрейтолу цей ефект зникає. 
Локальне зростання концентрації катіону в субсарколемальній області може при-
звести до активації К+-каналів і зниження рівня збудження сарколеми. Аналіз екс-
периментів по вивченню дії донорів NO на штучний трансмембранний потенціал 
у системі “К+-валіноміцин/везикули” із використанням потенціалчутливого зон-
да DioC6(�) та методу протокової цитометрії дає підстави припустити, що нітрит 
натрію поляризує мембрану за відсутності валіноміцину та приводить до дисипа-
ції раніше наведеного потенціалу, що можна пояснити збільшенням проникності 
мембрани для К+.

Зростання проникності сарколеми для Са2+, незалежно від його функціональ-
ного змісту, має бути компенсоване. Встановлено, що АТР-залежне накопичення 
Са2+ у саркоплазматичному ретикулумі пермеабілізованих дигітоніном міоцитів 
(використовувався 45Са2+) стимулювалось донорами NO. Досліджувані сполуки 
приводять також до пригнічення пасивного вивільнення Са2+, активованого екзо-
генним кальцієм.

Отже, cGMP-незалежні ефекти оксиду азоту можуть реалізовуватись у міомет-
рії на рівні саркоплазматичного ретикулуму і, можливо, шляхом активації К+-ка-
налів сарколеми.

о ФУнКцИональноМ ВЗаИМоДЕЙСТВИИ
ФолИЕВоЙ КИСлоТЫ С ВИТаМИнаМИ

И КоФЕРМЕнТаМИ

ДОНчеНКО Г. В.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
е-mail: dongv@biochem.kiev.ua

Функциональное взаимодействие витаминов имеет исключительно важное 
значение в процессах всасывания, усвоения, обмена и проявления специфического 
действия каждого витамина. В обмене и реализации биологической роли фолиевой 
кислоты (ФК) участвуют витамины В1, В2, В6, В12, РР, Е, их биологически активные 
коферментные производные, витаминоподобные соединения – доноры метильных 
групп, например холин и др.

Дефицит витамина В12 может вызвать аналогичную фолиеводефицитную ане-
мию, повреждение функционального состояния периферической нервной системы 
и спинного мозга, что приводит к тяжелой инвалидности. Механизм, через кото-
рый дефицит витамина В12 вызывает межобластную анемию, связан c его влиянием 
на транспорт, накопление и обмен фолатов с последующим угнетением синтеза 
ДНК. Известно, что как витамин В12, так и ФК необходимы для синтеза тимидила 
для образования ДНК. А нарушение синтеза миелина с развитием нейрологичес-
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ких патологий связано с дефицитом витамина В12, а не фолата, однако биохими-
ческие механизмы не выяснены. 

Человек должен получать определенное количество холина (0,5–2,5 г/сут.) как 
донора метильных групп совместно с витамином В12, ФК и кофакторов реакций 
трансметилирования.

Доказано, что регулярное поступление комбинации витаминов В1, В6 и В12, 
приводит к положительному эффекту при терапии повреждений периферических 
нервов при их регенерации. В синтезе ниацина (витамина РР) из триптофана ри-
бофлавин (витамин В2) и витамин В6 являются необходимыми кофакторами. И, 
соответственно, ниацин участвует в биосинтезе активных форм этих двух витами-
нов и других витаминов, в том числе и ФК.

Проблема фортификации пищевых продуктов витаминами, в том числе и ФК, 
безусловно, является актуальной, а необходимость ее реализации научно обосно-
ванной, особенно с учетом реальной оценки угрожающе низкого витаминного ста-
туса различных групп населения Украины, что лежит в основе развития патологий, 
приводящих к снижению численности гражданского населения. Однако, является 
вполне очевидным, что решать вопросы фортификации пищевых продуктов следу-
ет не на основе одного любого витамина, а с учетом современных знаний в области 
витаминологии о механизмах функционального взаимодействия витаминов. 

аналИЗ ВлИЯнИЯ аллоКСана на РЕГУлЯТоРнЫЕ 
ХаРаКТЕРИСТИКИ ЭнЕРГЕТИЧЕСКоГо МЕТаБолИЗМа 

ЭРИТРоцИТоВ С ТоЧКИ ЗРЕнИЯ ФаЗоВоЙ ТЕоРИИ 
ФУнКцИонИРоВанИЯ КлЕТКИ

ДОЦеНКО О. и., ДОЦеНКО В. А., ПОжиДАеВА А. Э.,
АКСеНКО е. В.

Донецкий национальный университет, Украина;
e-mail: dots_don@ukr.net

Фактором, определяющим направленность реакции клетки на внешние воз-
действия, являются фазовые золь-гель переходы коллоидных структур клетки. 
Другие факторы, оказывающие параметрическое влияние на золь-гель переходы 
(кальций цитозоля, циклические нуклеотиды, АФК), также могут резко повышать 
чувствительность клетки к внешним физическим воздействиям.

Исследования поведения эритроцитарного пула АТР в условиях воздействия 
на них физиологически-активных веществ имеют важное теоретическое и при-
кладное значение. Также, безусловный интерес представляет оценка уровня адено-
зинтрифосфата в эритроцитах при изменении концентраций различных агентов, 
способных модифицировать кальцийзависимые регуляторные механизмы фазового 
состояния клетки. 

Объектом исследования были эритроциты здоровых доноров, выделяемые из 
крови по стандартным методикам. Пасту эритроцитов использовали для приго-
товления суспензии, c содержанием гемоглобина 1,2–1,5 мг/мл. Исследовали ме-
таболизм эритроцитов в процессе их истощения в среде без глюкозы, в средах со-
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держащей глюкозу (4 мМ), глюкозу и ионы Са2+ (2 мМ). Концентрацию аллоксана 
в среде инкубирования варьировали от 10-4 до 10-15 М. Суспензию эритроцитов с 
добавками различных доз аллоксана инкубировали при �7 °С в течение �-х часов. 
В качестве контроля использовали пробу, содержащую вместо аллоксана физиоло-
гический раствор (без инкубирования). Контрольные серии суспензий эритроци-
тов, не содержащие аллоксан, также инкубировали в течение �-х часов и каждые 
20 мин определяли исследуемые показатели.

В качестве экспериментальных данных, характеризующих интенсивность энер-
гетического обмена, использованы: 1) динамика входа глюкозы в клетку в присутст-
вии аллоксана и активность гексокиназы; 2) данные математического моделирова-
ния количества центров связывания, констант связывания глюкозы в присутствии 
аллоксана; �) изменения внутриклеточных концентраций АТР, 2,�-ДФГ и неор-
ганического фосфата эритроцитов, инкубируемых в средах различного состава, а 
также в средах, содержащих антагонисты кальция в целях модификации регуля-
торных кальциевых процессов; 4) изменение активности глюкозо-6-фосфатдегид-
рогеназы для характеристики потока через пентозофосфатный путь; 5) изменение 
активности лактатдегидрогеназы и внутриклеточной рН.

Показана роль ионов Ca2+ и кальцийсвязывающих протеинов в фазовых золь-
гель переходах, направленных на регуляцию клеточных процессов и стабилизацию 
уровня АТР.

В докладе будет сделан анализ влияния различных концентраций аллоксана на 
фазовое состояние цитоплазмы и связанные с ним изменения активностей внут-
риклеточных энзимов.

MITOCHONDRIAL STRESS SIGNALING

DUSZyNSKI JErZy

Nencki Institute of Experimental biology, warsaw, Poland

Mitochondria are crucial for a wide spectrum of cellular processes. Their involvement 
not only encompasses the energy metabolism, but also: apoptosis, cell growth, differen-
tiation, movement, signaling and proliferation. Thus, any malfunction of mitochondria 
can have profound consequences for cell physiology. Severe mitochondrial malfunctions, 
leading to changes in ∆Ψ, are termed the mitochondrial stress and trigger magnitude of 
cellular stress responses.

Cellular calcium metabolism and mitochondrial dynamics (balance of fusion/fission 
processes) are modified by the mitochondrial stress. Signaling from the mitochondria 
under a stress condition to nucleus (also known as retrograde signaling) affects expression 
of nuclear genes allowing for cell adaptation to impairment of mitochondrial functions. 
These adaptive changes can lead to an enhancement of mitochondrial mass and expres-
sion of a number of  mitochondrial and nuclear genes encoding for mitochondrial proteins. 
Mitochondria-to-nucleus signaling can be mediated by a number of molecules and one of 
them are reactive oxygen species (ROS). The mitochondrial stress affects production of 
ROS. On the other hand, increased ROS level has been shown to be a causative factor of 
diseases associated with mitochondrial dysfunction. 
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In the lecture the current understanding of mitochondrial stress mechanism will be 
presented and results from recent publications of the Laboratory of Bioenergetics will be 
reviewed.

1. Lebiedzinska M. et al. // Int. J. Biochem. Cell Biol. – 2009. – 41. – P. 1805–16.
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�. Kozieł K. et al. // Int. J. Biochem. Cell Biol. – 2009. – 41. – P. 2440–9.
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оСоБлИВоСТі ФіЗіолоГо-ГЕнЕТИЧнИХ
МЕХаніЗМіВ ТРоФіЧноЇ, ФіТоХРоМноЇ

Та ФіТоГоРМональноЇ РЕГУлЯціЇ ТЕМПіВ
РоЗВИТКУ РоСлИн

жМУРКО В. В., АВКСеНТьЄВА О. О., ЗУБРич О. І.,
ЩОГОЛЄВ А. С., юХНО ю. ю.

Харківський національний університет ім. В. Н. Каразіна, Україна;
e-mail: zhmurko@univer.kharkov.ua

Встановлено, що регуляція розвитку рослин різних фотоперіодичних груп за 
різної тривалості дня та озимих злаків за різних температурно-світлових умов здійс-
нюється у взаємодії трофічних, фітогормональних та ензиматичних процесів. Нині 
у рослин ідентифіковані гени детермінації темпів і типу розвитку – PPD і VrN – у 
пшениці, ее – у сої та гени контролю синтезу фітохромів. Досліджуються та вста-
новлені окремі аспекти молекулярних механізмів їхньої експресії. Разом з тим все 
ще не з’ясованим залишається питання про взаємозв’язок метаболічної (трофіч-
ної), фітогормональної, фітохромної та генетичної регуляції типу і темпів розвит-
ку рослин, хоча a priori ці регуляторні механізми не можуть бути не пов’язаними.  
З’ясуванню цього питання присвячені дослідження кафедри фізіології та біохімії 
рослин Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна. Рослинний 
матеріал – колекція майже ізогенних ліній (near isogenic lines) пшениці за генами 
VrN та PPD і сої за генами ее, а також сорти томатів, що генотипово різняться 
за рівнем PHY A і В, вивчаються за польових, вегетаційних, лабораторних експе-
риментів in vivo та in vitro. У дослідах виявлені наступні загальні закономірності. 
Залежно від стану окремих локусів генів (домінантний чи/або рецесивний) темпи 
переходу досліджуваних ізоліній до генеративного розвитку змінюються (приско-
рюються або сповільнюються). Інтенсивність трофічних процесів – накопичення 
продуктів асиміляції (переважно вуглеводів), їхнє перетворення у азотовмісні спо-
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луки та відтікання до меристем вища у тих у ліній, у яких генетично детерміновані 
прискорені темпи розвитку. У цих ліній зростає активність та вміст рістактивую-
чих фітогормонів, але знижується рістінгібуючих, змінюється активність низки 
оксидоредуктаз та ензимів обміну вуглеводів. Активація фітохромів зумовлює змі-
ни у темпах розвитку досліджених сортів томатів та  вуглеводному обміні, які ма-
ють генотипову специфічність. Вірогідно, що детермінація темпів і типу розвитку 
генетичними системами реалізується шляхом зміни у співвідношенні трофічних, 
фітогормональних, ензиматичних процесів, тобто фізіолого-біохімічні та генетичні 
механізми регуляції розвитку рослин являють собою комплементарну систему. 

СВіТлоЗалЕЖнЕ ФоРМУВаннЯ
МЕМБРанноГо ПУлУ БіКаРБонаТУ
У ФоТоСИнТЕЗУЮЧИХ МЕМБРанаХ

ЗОЛОТАРьОВА О. К., ПОЛиЩУК О. В., ПОДОРВАНОВ В. В.,
СеМеНиХиН А. В.

Інститут ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України, Київ;

e-mail: membrana@ukr.net

Тилакоїдні мембрани містять досить велику кількість бікарбонату (до 
1 мкмоль/мг хлорофілу), пов’язаного з мембранами з різною мірою міцності. Міц-
но пов’язаний бікарбонат абсолютно потрібний для збереження функціональної 
активності фотосистеми ІІ (ФСІІ), розташованої у тилакоїдах. Його видалення 
призводить до інгібування реакцій перенесення електронів, як на донорній, так і 
на акцепторній стороні ФСII. Місцем локалізації міцно пов’язаного бікарбонату, 
згідно з даними цілого ряду робіт, є сайт у ФСII між первинним і вторинним плас-
тохіноновими акцепторами QA і QB. Функціональна роль пулу слабозв’язаного 
HCO�

- невідома.
Разом з мембранозв’язаним бікарбонатом тилакоїди і частки ФСII містять кар-

боангідразу (КА, карбонат–гідро-ліазу, EC 4.2.1.1.) – ензим, що каталізує реакцію 
гідратації CO2 і зворотну реакцію дегідратації бікарбонату. КА в десятки тисяч 
разів прискорює встановлення рівноваги між формами вугільної кислоти, яка в 
розчині досягається дуже повільно. Метою роботи було визначення функціональ-
ного зв’язку між світлоіндукованим перенесенням протонів і формуванням мемб-
ранного пулу бікарбонату.

Об’єктом дослідження були хлоропласти класу «В», ізольовані з листя шпина-
ту. Залежність швидкості поглинання СО2 від освітлення визначали за допомогою 
інфрачервоного газового аналізу в ізольованій від атмосфери прозорій комірці за 
умов постійному потоці повітря з відомою концентрацією CO2 (600 ppm).

Показано, що освітлення ізольованих тилакоїдів індукує поглинання СО2 з 
газової фази над суспензією в кількості до �20 нмоль/мг хлорофілу. Процес по-
чинався одразу ж після початку освітлення і розвивався протягом 15–20 с. Після 
вимкнення світла в газову фазу вивільнялась кількість СО2, яка дорівнює погли-
нутій на світлі. 
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Виявлений ефект корелює з добре відомою реакцією світлозалежного погли-
нання протонів ізольованими хлоропластами (ΔH+). Показано, що величина світ-
лоіндукованого поглинання CO2 контролюється активністю карбоангідрази (КА) 
і пригнічується інгібіторами КА – ліофільним етоксизоламідом та гідрофільним 
ацетазоламідом. 

Результати дозволяють припустити, що кількість мембранозв’язаного бікарбо-
нату в тилакоїдах та їхня фотохімічна активність залежать від активністі тилакоїд-
ної КА, яка бере участь у формуванні енергізованого стану хлоропластів.

оКСИДаТИВніЙ СТРЕС – УніВЕРСальнИЙ
МЕХаніЗМ аДаПТаціЇ МЕТаБоліЗМУ За УМоВ ДіЇ

на оРГаніЗМ ПоШКоДЖУЮЧИХ ЧИннИКіВ

КАЛІМАН П. А.

Харківський національний університет ім. В. Н. Каразіна, Україна;
e-mail: Pavel.A.Kaliman@univer.kharkov.ua

Дія на організм пошкоджуючих чинників оточуючого середовища різної фізич-
ної та хімічної природи спричиняє зрушення рівноваги системи прооксиданти ↔
антиоксиданти у бік збільшення прооксидантів. У цьому разі відбувається висна-
ження вмісту низькомолекулярних антиоксидантів, гальмування ензимів антиок-
сидантного захисту та підвищення вмісту активних метаболітів оксигену (АМО). 
Останні гальмують ензими дихального ланцюга мітохондрій, що супроводжується 
зниженням рівня АТР та утворенням супероксиданіонрадикала (О*). Крім того, 
АМО пошкоджують мембрани еритроцитів за рахунок чого вивільнюється гем – 
активний прооксидант. Частина гему знешкоджується гемопексином, а більшість 
молекул, завдяки ліпофільності, проникає в різні тканини, насамперед у стін-
ки судин, печінку, нирки та інші, де активують вільнорадикальне окислення. Це 
супроводжується розвитком оксидативного стресу. За умов оксидативного стресу 
відбувається експресія ензиму – гемоксигеназа-1 (ГО-1), який вважається мар-
кером оксидативного стресу. ГО-1 каталізує реакцію деградації гему, за рахунок 
чого зменшується вміст прооксиданту та утворюються активні антиоксиданти – 
білірубін, моноксид вуглецю та протеїн феритин. Білірубін являється пасткою 
вільних радикалів, а феритин зв̀ язує іони заліза, чим блокує їхню прооксидантну 
дію. АМО активують систему NO – NO-синтазу, яка продукує високореактивний 
оксид азоту (NO), що нітрозилює молекули гему і виводить його з окисно-віднов-
них реакцій. Крім того, NO приймає участь у регуляції гемоксигеназної активності 
та активує розчинну форму гуанілатциклази, в результаті чого підвищується вміст 
цГМФ. Циклічний гуанозинмонофосфат активує цГМФ-залежні протеїнкінази, 
які діють протилежно цАМФ-залежним протеїнкіназам і регулюють активність 
ензимів адаптації метаболізму. Система гуанілатциклаза-цГМФ реалізує ефекти дії 
Ca-кальмодуліна і системи фосфоліпаза С – інозитол-�-фосфат, які забезпечують 
адаптацію метаболізму у разі оксидативного стресу.

У доповіді будуть приведені механізми адаптації метаболізму за оксидативним 
стресом, зумовленим різними чинниками пошкоджуючої дії.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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POSSIBLE CONNECTION OF pttg-1 GENE
TO 5Q SYNDROME IN HUMAN

KANyUKA o., AFANASyEF S., FILyAK ye., StoIKA r. 

Institute of cell biology, National Academy of Sciences of Ukraine, Lviv;
e-mail: yevhenfilyak@cellbiol.lviv.ua

Pituitary tumor transforming gene-1 is known to induce malignant transformation of 
pituitary cells and found to be overexpressed in many types of tumors. Pttg-1 is also be-
lieved to be involved in activation of anaphase-checkpoint during the mitosis. Knockout 
of pttg-1 gene caused thrombocytopenia and disproportion of CD4/CD8 lymphocytes in 
blood. In human, pttg-1 gene is located in 5q�5.1 (Entrez Gene, HGNC) or 5q��.� (En-
sembl) locus. Deletion of q arm of 5th chromosome, in human leads to myelodysplasia 
5q syndrome. This syndrome is characterized by myelodysplastic changing in blood cells 
concentration and development of autoimmune disorders. Patients with 5q syndrome often 
die from cancer. It is known that 5q-syndrome develops if deleted 5q�1-�� locus, but the 
molecular explanation of the importance of 5q�1-�� locus in development of 5q syndrome 
was not revealed. 

We showed that deletion of pttg-1 gene can induce myelodysplastic changes and au-
toimmune disorders in mice similar to 5q syndrome in human. In particular, we found 
that pttg-1 knockout in mice leads to a decrease in erythrocytes, thrombocytes and neu-
trophils number in the blood. However, lack of this gene caused an increase in erythro-
cytes degradation and elevation of bilirubin concentration in the blood, accompanied with 
compensatory 100% increase in erythrocytes production and doubling number of young 
erythrocytes in the blood. 

We also found that blood of pttg-1-knockout mice contain high level of anti-dsDNA 
antibodies, while amount of anti-ssDNA and antibodies against simple negatively charged 
compounds were not high. We discovered, that in pttg-1 knockout mice anti-dsDNA an-
tibodies are increased owing to 200% elevation of low-affinity anti-dsDNA antibodies, 
while the level of high affinity anti-DNA antibodies was comparable to that in the blood of 
wild type mice. Investigation of cancer receptivity of pttg-1 knockout mice is in progress. 

Summarizing, obtained by us results suggest the deletion of pttg-1 gene to cause auto-
immune disorders and myelodysplasia symptoms in mice, similar to 5q syndrome in hu-
man. The obtained data drives at functional connection of pttg-1 deletion and development 
of 5q syndrome in human. 
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ДоноР оКСИДа аЗоТа ВЫЗЫВаЕТ
КальцИЙЗаВИСИМоЕ УСИлЕнИЕ ГЕнЕРацИИ
СУПЕРоКСИДа КолЕоПТИлЯМИ ПШЕнИцЫ
И ПоВЫШЕнИЕ ИХ ТЕПлоУСТоЙЧИВоСТИ

КАРПеЦ ю. В., КОЛУПАеВ ю. е. 

Харьковский национальный аграрный университет им. В. В. Докучаева, Украина;
e-mail: plant_biology@mail.ru 

В последние годы накапливаются сведения об участии монооксида азота (NO) 
в формировании ответных реакций растений на действие абиотических стрессо-
ров. Несмотря на установленную связь между NO, активными формами кислорода 
(АФК) и кальцием как участниками трансдукции клеточных сигналов, сообщает-
ся, что некоторые физиологические реакции растений, индуцируемые экзогенным 
оксидом азота, могут реализоваться без участия АФК и кальция как внутриклеточ-
ных посредников (Lu et al., 2005; Caurtois et al., 2008). Целью нашей работы явилось 
изучение влияния донора NO нитропруссида натрия (НПН) на теплоустойчивость 
колеоптилей пшеницы и возможного участия АФК и ионов кальция как посред-
ников в реализации эффектов экзогенного NO. 

Отрезки колеоптилей, отделенные от 4-сут. этиолированных проростков пше-
ницы сорта Элегия, переносили на 2%-ый раствор сахарозы (контроль) либо на 
раствор сахарозы с добавлением НПН (0,5 мМ). В отдельных сериях экспериментов 
колеоптили обрабатывали скавенжером NO метиленовым синим (5 мкМ), антиок-
сидантом ионолом (бутилгидрокситолуол, 5 мкМ), неспецифическим блокатором 
кальциевых каналов хлоридом лантана (400 мкМ) либо антагонистом кальмодули-
на хлорпромазином (5 мкМ). После 24–25 ч инкубации колеоптилей на растворах 
исследуемых эффекторов часть отрезков каждого варианта подвергали потенци-
ально летальному нагреву в водном термостате при температуре 4� °С в течение 
10 мин и через �-ое сут. оценивали их выживание. 

Обработка колеоптилей НПН приводила к значительному усилению генерации 
ими супероксидного анион-радикала. При этом под действием донора NO проис-
ходило повышение устойчивости колеоптилей к повреждающему нагреву. Мети-
леновый синий, ионол, хлорид лантана и хлорпромазин в значительной степени 
уменьшали усиление генерации супероксида и снижали эффект повышения теп-
лоустойчивости колеоптилей пшеницы, вызываемый действием донора NO. Сде-
лано заключение о том, что индуцирование теплоустойчивости колеоптилей при 
действии экзогенного NO происходило при посредничестве АФК и ионов кальция 
как внутриклеточных мессенджеров. 

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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СИнТЕЗ РЕГУлЯТоРіВ ПоРИ МРТР
У МіТоХонДРіЯХ СЕРцЯ ЩУРіВ За ноРМИ

і ПаТолоГіЇ Та КаРДіоПРоТЕКТоРна ДіЯ ГоРМоніВ 
ЕКДИСТЕРонУ і МЕлаТонінУ

КОЦюРУБА А. В., КОРКАч ю. П., САГАч В. Ф.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: ruba@biochem.kiev.ua

Відомо, що потужними ендогенними регуляторами проникливості мітохонд-
ріальної пори перемінної провідності (МРТР) є, серед інших, активні метаболіти 
кисню (АФК) та азоту (АФА). Широко відомими є шляхи генерації АФК, тоді як 
менш дослідженими є шляхи генерації АФА. Встановлено молекулярні, біохімічні 
та фізіологічні механізми регуляції синтезу оксиду азоту (NO) активними формами 
кисню (супероксиданіон, пероксид водню), регуляції експресії генів і активності 
ензимів різних ізоформ NOS та ензимів біосинтезу їхніх коензимів (тетрагідробіоп-
терин, NADPH, FAD, FMN), необхідних для роботи цих ензимів. Водночас на 
сьогоднішній день не проведено жодного комплексного дослідження по одночас-
ному вивченню активностей всіх відомих шляхів синтезу NO за різних фізіологіч-
них умов. Метою даної роботи стало вивчення особливостей синтезу АФК та АФА 
у мітохондріях серця щурів різного віку за нормальних фізіологічних умов, після 
тривалих фізичних навантажень, а також за різних патологічних станів – за діабе-
ту І типу та за хвороби Паркінсона. 

Досліджували інтенсивність генерації вільних радикалів кисню (О2
●-, ●ОН-ра-

дикал) і біохімічні показники, що характеризують інтенсивність окисного мета-
болізму L-аргініну (de novo синтез NO) у мітохондріях серця – активність різних 
ізоформ NO-синтаз і нітратредуктази (реутилізаційний синтез NO), мітохондріаль-
ні пули стабільних метаболітів NO – нітрит- і нітрат-аніонів, низько- і високомо-
лекулярних нітрозотіолів, а також активність неокисного аргіназного метаболізму 
L-аргініну шляхом визначення активності мітохондріальної аргінази і мітохонд-
ріальних пулів сечовини. З метою виявлення джерела супероксиду оцінювали 
мітохондріальні пули сечової кислоти, як маркера активності ксантиноксидази у 
мітохондріях, що генерує супероксид одночасно із окисленням  гіпоксантину і 
ксантину.

Встановили, що АФК і пероксинітрит – активують МРТР, тоді як NO синте-
зований cNOS, але не iNOS чи шляхом реутилізації, навпаки, інгібує МРТР. Дослі-
джені гормони чинять свою кардіопротекторну дію в т.ч. шляхом регуляції синтезу 
АФК та АФА у мітохондріях за рахунок проявів антиоксидантної дії та дії на різні 
шляхи біосинтезу NO – вони стимулюють конститутивний de novo синтез NO в 
мітохондріях і, навпаки, інгібують його індуцибельний синтез de novo. 
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оСоБлИВоСТі оРГаніЗаціЇ Та ФУнКціонУВаннЯ 
ФоСФоліПаЗИ D. ЇЇ Роль В СИГналіЗаціЇ ліПіДіВ

Та РЕГУлЯціЇ МЕТаБоліЗМУ КліТИн ЕВКаРіоТ

КРАВеЦь В. С.

Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України, Київ;
e-mail: kravets@bpci.kiev.ua

Фосфоліпаза D (ФЛD) була вперше виявлена у рослин і лише потім у тварин, 
грибів та бактерій. ФЛD гідролізує структурні фосфоліпіди мембран клітин – по 
фосфоефірному зв’язку, утворюючи вільні водорозчинні сполуки (холін, етанол-
амін, гліцерол та N-ацилетаноламін відповідно) та фосфатидну кислоту (ФК), яка 
є важливим медіатором регуляції метаболізму клітин.

В клітинах тварин виявлено лише два гени ФЛД, які забезпечують експресію 
двох ізоформ – ФЛD1 та ФЛD2. Для рослин характерна наявність значно більшої 
кількості ензимів, так у Arabidopsis thaliana L. клоновані та досліджені 12 генів цього 
ензиму, які кодують різні молекулярні форми ФЛD – ФЛDα (�), ФЛDβ (2), ФЛDγ 
(�), ФЛDδ, ФЛDε та ФЛDζ (2). У геномі рису міститься 17 генів ФЛD. Для ФЛD 
клітин тварин та рослин характерна модульна структура, у якій виділено сайти, 
відповідальні за каталіз та регуляторні послідовності. Серед яких описані домени 
зв’язування G-протеїнів, ліпідів (РХ, РН) та іонів кальцію – С2. У Arabidopsis 2 
з 12 ізоензимів ФЛD – ФЛDζ1 та ФЛDζ2 – містять на N-кінці домен – (РХ) та 
домен (РН), тоді як для інших 10 ізоензимів характерний домен С2. Домени РХ та 
РН відіграють роль в транслокації протеїнів до мембран та сигналізації поліфос-
фоінозитидів. Афінність ФЛD до поліфосфоінозитидів вказує на тісну взаємодію 
ФЛD та ФЛС, яка найбільш виражена у ФЛDβ, висока у ФЛDγ та найнижча – у 
ФЛDα.

Нами проведено аналіз структури та функцій ФЛD клітин рослин та експери-
ментально встановлено, в дослідах in vivo, з використанням [��P]-ортофосфату, роль 
ФЛD у реалізації дії фітогормонів та її участь у формуванні сигналів за дії ряду 
стресів на клітини рослин.

Дослідження проведенні за підтримки грантів: ДФФД України – ДФФД Біло-
русі (грант № Ф29.4/020) та НАН України – РФФД (Російська федерація) (5/1-09).

ТЕоРіЯ оКИСлЮВальноГо СТРЕСУ:
ВіД БаКТЕРіЙ До лЮДИнИ

ЛУЩАК В. І.

Прикарпатський національний університет
імені Василя Стефаника, Івано-Франківськ, Україна;

e-mail: lushchak@pu.if.ua

У 1950-х роках вільні радикали (ВР) були знайдені в живих організмах і посту-
льована їхня роль у розвитку певних патологій і старіння. Спочатку вони розгля-
дались лише як пошкоджуючі агенти. Коли згодом була описана супероксиддисму-

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї



1�7ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

таза, виявилось, що рівень вільних радикалів може регулюватись організмом. Мало 
того, було показано, що вільні радикали можуть виконувати захисну і сигнальну 
функції. В організмі існує баланс між інтенсивністю генерації і елімінації вільних 
радикалів. У 1985 році Г. Сіес запропонував гіпотезу окислювального стресу згідно 
з якою стрес виникає у результаті порушення балансу між про/антиоксидантами 
на користь антиоксидантів. На початку 1990-х років були відкриті кілька регуля-
торних шляхів, у яких задіяні АФК. Зараз під окислювальним стресом розуміють 
“тимчасове або хронічне збільшення стаціонарної концентрації активованих форм 
кисню, яке призводить до зміни клітинного метаболізму і передачі сигналів, зок-
рема з допомогою АФК через модифікацію клітинних компонентів аж до загибелі 
клітини шляхом некрозу і апоптозу”. Розвиток окислювального стресу описаний у 
бактерій, грибів, рослин і тварин. У відповідь на дію окислювального стресу роз-
вивається адаптивна відповідь. Зазвичай це підвищення захисного потенціалу, яке 
регулюється на рівні транскрипції певних генів. Самі АФК мають невисоку спе-
цифічність. Проте, завдяки існуванню специфічних сенсорів система набуває спе-
цифічності. Сприйняття сигналу окислювального стресу, зазвичай, відбувається 
через окислення специфічних протеїнів, а точніше – їхніх цистеїнових залишків 
чи інших груп, до складу яких входить сірка. У бактерій описані системи SoxRS і 
OxyR, які координують адаптації до супероксидного аніону і пероксиду водню від-
повідно. У дріжджів відомі системи Yap1, Sku7, Msn2/4, MAR-кіназ. У рослин від-
криті координатори відповіді на стрес, такі як NF-κB, AP-1, MAP-кінази, Rap2.4a 
NPR1/TGA, а у тварин як NF-κB, AP-1, MAP-кінази, Keap1/Nrf2. Тому зрозумі-
ло, що, незважаючи на певні особливості відповіді, між різними філогенетични-
ми групами існує багато спільного. Останнє дає добрий фундамент для вивчення 
основних процесів відповіді на окислювальний стрес у простіших і дешевших у 
дослідженні організмів, а отримані результати екстраполювати на складніше ор-
ганізованих тварин і рослин.

ИнИцИИРоВанИЕ БИоСИнТЕЗа КоЭнЗИМа а В цнС

МОйСеёНОК А. Г., ГУРиНОВич В. А.,
КАТКОВСКАЯ и. Н., БАДУН Г. А.

институт фармакологии и биохимии НАН Беларуси, Гродно;
e-mail: val@biochem.unibel.by

Участие коэнзима ацетилирования (КоА) в процессе энергообеспечения ней-
ронов, биосинтезе фосфолипидных компонентов нейромембран и ацетилхолина, 
наряду со вновь выявленными свойствами системы биосинтеза КоА в регуляции 
уровня глутатиона и редокс-статуса и -сигнализирования, предполагают нейропро-
текторные свойства предшественников КоА – производных пантотеновой кисло-
ты (ПК) и патогенез синдрома «Pantothenate Kinase associated neurodegeneration». 
Механизмы и предпочтения использования предшественников КоА (ПК, панте-
тин – ПТ, пантенол – ПЛ, 4′-фосфо-ПК – ФПК) в инициировании биосинтеза 
коэнзима в головном мозгу остаются неизученными.

Разработана радиометрическая модель изучения транспорта и биотрансфор-
мации производных ПК в ЦНС (синтез [�Н]-радионуклидов осуществлен в МГУ 

ДОПОВІДІ



1�8 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

методом термической активации трития) после их внутрибрюшинного введения 
белым крысам.

При введении препаратов ПК в дозе 1,1 мКи/кг на период от 5 мин до 12 ч 
выявлен активный транспорт (захват) обоих форм предшественников КоА в боль-
ших полушариях мозга, достигающий максимума к 180 мин (введение ПТ) и к 12 ч 
(введение ПК). Введение ПТ сопровождалось накоплением радионуклидов пре-
имущественно в постмитохондриальной фракции, где основной формой, иденти-
фицированной методом ВЭЖХ, была ФПК. Доминирующим  метаболитом хлорно-
кислых экстрактов митохондрий была ФПК и, вероятно, дефосфо-КоА. Введение 
[�Н]-ПК приводило к биотрансформации радионуклида до КоА, фракция которого 
через �0 мин достигла 46%, а через 12 ч 72% общего уровня радиоактивности, тогда 
как депонирования радионуклида во фракции ФПК и фосфопантетеина митохонд-
рий и постмитохондриального супернатанта не происходило. Можно полагать, что 
введение ПТ приводит к накоплению ФПК, а введение ПК – к образованию КоА 
в структурах головного мозга.

Выявлено быстрое проникновение ПЛ в структуры мозга и его трансформа-
ция в ПК и ФПК. Зарегистрирован высокий уровень захвата предшественников 
биосинтеза КоА в гиппокампе, на срезах которого ФПК идентифицирован как 
основной метаболит при введении [�Н]-ПТ.

Обсуждается вопрос о роли пула ФПК и предпочтительность ксенобиотичес-
кого производного ПК – пантенола в инициировании биосинтеза КоА в ЦНС.

БіоХіМіЧні МЕХаніЗМИ аДаПТоГЕнноЇ ДіЇ
СИнТЕТИЧнИХ СПолУК У КліТИнаХ РоСлИн

За УМоВ СольоВоГо СТРЕСУ

ПАЛЛАДІНА Т. О., РиБчеНКО ж. І., КОНТУРСьКА О. О.

Інститут ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН України, Київ;
e-mail: tatiana_palladina@ukr.net

Глобальні зміни клімату посилюють негативний вплив на рослини екологіч-
них факторів, зокрема засолення, яке зараз швидко поширюється, особливо на 
зрошуваних ґрунтах. Виникнення стану сольового стресу в рослинних клітинах 
відбувається через посилення процесів перекисного окислення ліпідів (ПОЛ) і по-
рушення осмотичного та іонного гомеостазу, до яких додається токсична дія Na+, 
який є головним катіоном солей, що утворюють засолення. Відсутність потреби 
рослин у Na+ пояснюється функціонуванням у плазмалемі їхніх клітин не Na+-на-
соса, як у тваринних, а Н+-насоса, причому видалення Na+ з цитоплазми назовні 
та до вакуолярного простору здійснюється вторинно-активними Na+-Н+-антипор-
терами. Радикальної солестійкості рослин вдається досягти шляхом вбудови в їхні 
геноми чужорідних генів, які кодують протеїни більш потужних Na+-Н+-антипор-
терів та їх регуляторів.

У той же час існує можливість посилення солестійкості рослин за допомо-
гою біоактивних сполук. Порівняння солепротекторної спроможності препаратів 
«Метіур» та «Івін» виявило перевагу першого з них, ефект якого зберігається про-
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тягом усієї вегетації. З’ясування механізму дії цих сполук, які застосовувалися 
шляхом обробки ними насіння, здійснене на проростках кукурудзи, експонованих 
на NaCl, показало їхню здатність послаблювати процеси ПОЛ шляхом активації 
ензимів антиоксидантного захисту, зокрема ензимів глутатіон-аскорбатного циклу, 
та запобігати порушенню осмотичного та іонного гомеостазу клітин. Результати 
експериментів, проведених на препаратах плазматичних та вакуолярних мембран, 
ізольованих з коренів проростків, продемонстрували спроможність зазначених 
сполук активувати в них Н+-насоси, особливо їх Н+-транспортну функцію, що по-
силює роботу вторинно-активних Na+-Н+-антипортерів. Крім того було показано, 
що обробка цими препаратами нормалізувала ліпідний склад плазматичної мемб-
рани клітин коренів проростків, який порушувався  в присутності NaCl. В системі 
in vitro показано, що препарат «Метіур», на відміну від «Івіну», виявляє антиок-
сидантні властивості за антирадикальним механізмом. Обговорюється залежність 
адаптогенного ефекту біоактивних сполук від хімічної будови, а також можливість 
їхньої дії на генетичному рівні.

KEY STAGES OF THIAMINE METABOLISM
THAT ARE MOST SIGNIFICANT FOR THE VIABILITY

OF NERVE CELLS

PArKHoMENKo yu. M., StroKINA A. A., cHorNII S. A.,
StEPANENKo S. P., cHEKHoVSKAyA L. I.

Palladin Institute of biochemistry, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: yupark@biochem.kiev.ua

The high sensitivity of nerve cells to deficiency of vitamin B1 (thiamine) could not be 
explained in terms of coenzyme function of thiamine diphosphate (ThDP), so a search of 
noncoenzymic mechanisms participation of this vitamin in cellular metabolism was initi-
ated by. Based on analysis of the results of own studies and literature data, the authors 
propose an original hypothesis about the molecular mechanisms by which thiamine and 
its biologically active derivatives are involved in a specific function of nerve cells. The 
hypothesis is based on the notion about the existence of mobile pool of thiamine and its 
biologically active derivatives in the nerve endings, the potential-dependent circulation of 
the latter between intracellular space and presynaptic gap, and coupling of mobile pool of 
thiamine and metabolism of acetylcholine (AcCh). Modulating noncoenzymic action of 
thiamine phosphates on the activity of pyruvate dehydrogenase complex and, consequently, 
the synthesis of acetyl-CoA (the limitative substrate in synthesis of AcCh) has been shown 
previously. Further experimental studies confirm the basic provisions of the hypothesis. 
The purpose of this study was to identify metaboliс stages dependent on vitamin B1 that 
are critical for the survival of nerve cells, in particular, the role in cell survival coenzymic 
and noncoenzymic mechanisms of thiamine participation in cellular metabolism. 

As one of the methodological approaches, the derivatives of thiamine showing the 
properties of antagonists or agonists of thiamine, as well as compounds negative effect of 
which on the metabolism of thiamine shown previously (ethanol, acetaldehyde) have been 
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used in studies. We believe that a comparative analysis of results of the action of these 
derivatives on thiamine-dependent biochemical reactions and cells survival would provide 
an opportunity to answer the question, that from thiamine-dependent processes are most 
sensitive to its deficit. Taking in account  the above, in their studies, we have focused on 
parameters such as absorption and binding of thiamine by isolated nerve terminals (syn-
aptosomes), thiamine-binding and thiamine triphosphatase activity of thiamine-binding 
protein of plasma membrane of synaptosomes, activity of thiamine kinase (EC 2.7.6.2) - 
an enzyme responsible for synthesis of ThDP, activity of ThDP-dependent enzymes, in 
particular - PDC. 

A comparison of kinetic parameters of inhibition by antagonists of thiamine (am-
prolium, oxythiamine, pirythiamine) of processes of thiamine metabolism in the nerve 
cells and action of these derivatives on the survival of neuronal cells show that the critical 
link, inhibition of activity which initiates cell death is thiamine-binding protein of plasma 
membrane.  

МЕТаБолИЗМ ТИаМИна КаК ФаКТоР РЕГУлЯцИИ 
ТИаМИнЗаВИСИМЫХ ЭнЗИМоВ

ПеТРОВ С. А.

Одесский национальный университет им. и. и. Мечникова, Украина;
e-mail: sergey1951@sana.od.ua

Метаболизм тиамина в организме изучен недостаточно. Основное внимание 
исследователей уделялось процессам фосфорилирования этого витамина. Работ, 
посвященных его катаболизму, очень мало. В связи с этим, целью нашего иссле-
дования – детально изучить процессы метаболизма этого витамина и выявить его 
биологически активные катаболиты.

Работа проведена на крысах-самцах линии Вистар весом 170–200 г с исполь-
зованием 2С14-тиамина. В результате исследований было выявлено 22 катаболи-
та тиамина, которые образовались в трех независимых направлениях катаболиз-
ма: тиаминазном, окислительном и тиол-дисульфидном. Конечными продуктами, 
которые были обнаружены в наибольших количествах, являлись соответственно: 
4-метил-5β-оксиэтилтиазол, тиохром и смешанные дисульфиды. Количество этих 
катаболитов в тканях было тем большим, чем выше была доза вводимого тиамина.

Наиболее существенно увеличивалось количество тиохрома, менее значимо 
увеличивалось количество смешанных дисульфидов тиамина, и в наименьшей сте-
пени повышалось количество 4-метил-5β-оксиэтилтиазола.

Параллельно с уровнем катаболитов тиамина определялось содержание ТДФ 
и активность ПДК, 2-ОГДК и транскетолазы. Было установлено, что активность 
этих энзимов повышалась при введении тиамина только в относительно низких 
дозах. Увеличение дозы выше 10 мг/кг массы приводило к снижению активности 
ПДК и 2-ОГДК. Аналогичный эффект наблюдали при введении тиохрома. Введе-
ние тиаминпропилдисульфида в дозе 20 мг/кг массы снижало активность транс-
кетолазы.
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Полученные данные позволяют предположить, что введенин тиамина в вы-
соких дозах приводит к его усиленному катаболизму, что, в свою очередь, пред-
отвращает аномально высокую активацию тиаминзависимых энзимов за счет их 
ингибирования образующимися катаболитами.

THE ADAPTOR PROTEIN RUK/CIN85 IS INVOLVED
IN REGULATION OF HYPOXIA-INDUCED PLASMINOGEN

ACTIVATOR INHIBITOR-1 (PAI-1) GENE EXPRESSION

1SAMoyLENKo A., 2DIMoVA E., 1KoZLoVA N., 1MArcHENKo S.,
2KIEtZMANN t., 1Drobot L.

1Palladin Institute of biochemisry, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv;

2University of Kaiserslautern, Germany;
e-mail toljas@yahoo.com

High levels of plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) indicate an enhanced risk of 
ischaemic/hypoxic cardiovascular events and a poor prognosis. The expression of PAI-1 
can be induced by various stimuli including hypoxia, insulin and insulin-like growth 
factor 1 (IGF-1). The hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is critical for hypoxia or insu-
lin/IGF-1 mediated PAI-1 induction, but the components involved in merging the signals 
are not known so far. The adaptor/scaffold protein Ruk/CIN85 may be a candidate since 
it plays important roles in the regulation of processes associated with cardiovascular and 
oncological diseases such as downregulation of receptor tyrosine kinases, apoptosis, adhe-
sion and invasion. Therefore, it was the aim of this study to investigate the involvement of 
Ruk/CIN85 in regulation of PAI-1 expression. MCF-7 breast adenocarcinoma cells that 
either stably or transiently overexpress Ruk/CIN85 were used as a model.

It was found that Ruk/CIN85 induced PAI-1 mRNA and protein expression both un-
der normoxia and hypoxia. The induction of PAI-1 expression by Ruk/CIN85 occurred at 
the transcriptional level since the half-life of PAI-1 mRNA was not affected in cells over-
expressing Ruk/CIN85 and reporter gene assays using wild-type and mutant human PAI-1 
promoter luciferase constructs showed that the hypoxia-responsive element was responsible 
for Ruk/CIN85 effects. Further, knocking down HIF-1α abolished not only the hypoxia-
dependent but also the Ruk/CIN85-dependent PAI-1 induction. In addition, transient or 
stable overexpression of Ruk/CIN85 also induced HIF-1α protein levels and HIF-1 activi-
ty and knocking down Ruk/CIN85 reversed these effects. Thereby, Ruk/CIN85 interfered 
with the proline hydroxylation-dependent HIF-1α protein destabilisation. Together, these 
results provide the first evidence that Ruk/CIN85 induces PAI-1 expression via modula-
tion of HIF-1α stability.
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У ВільноРаДИКальнИХ ПРоцЕСаХ
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Останнє десятиліття характеризується своєрідним вибухом у дослідженні біо-
логії оксидативного стресу у галузях біохімії, медицини, а також екології та еволю-
ції. Це зумовлено тим, що при перевищенні стаціонарної концентрації активних 
форм та зростанні інтенсивності вільнорадикальних процесів організм зазнає стре-
су. Відомо, що вільні радикали задіяні у патогенезі багатьох захворювань та можуть 
прискорювати процеси старіння. 

Інтенсивність вільнорадикальних процесів та окислення істотно залежить від 
швидкості метаболізму, зокрема вуглеводів. Добре відомо, що дієта ссавців, багата 
на вуглеводи, призводить до розвитку багатьох захворювань та ускладнень. Ок-
сидативний стрес та процеси окислення вважаються однією з ймовірних причин 
виникнення таких станів. Проте, на відміну від протеїнів, ліпідів та нуклеїнових 
кислот, зв’язок між обміном вуглеводів та вільнорадикальними процесами вивче-
ний недостатньо.

У наших експериментах, проведених в системах in vivo та in vitro, показано, що 
обмін вуглеводів тісно пов’язаний з вільнорадикальними процесами окислення. 
Зокрема, встановлено, що репродуктивна здатність, метаболічна активність пе-
карських дріжджів, а також рівень активованих форм та відповідь дріжджів на 
оксидативний стрес залежить від джерела вуглеводів та їхньої концентрації у сере-
довищі культивування. Протягом тривалого культивування у середовищах з низь-
кими концентраціями вуглеводів, дріжджі демонстрували вищу репродуктивну 
здатність та виживання, на відміну від клітин, які росли у присутності високих 
концентрацій вуглеводів. Незалежно від концентрації вуглеводів, здатність утво-
рювати колонії на твердому живильному середовищі була нижчою у дріжджів, які 
вирощувались на фруктозі, порівняно з тими, які росли на глюкозі. Водночас, 
рівень карбонільних груп протеїнів та інтенсивність флуоресценції, які вважа-
ються надійними індикаторами оксидативного стресу, були вищими у клітинах, 
які росли на фруктозі. Отримані нами результати свідчать про різну інтенсивність 
вільнорадикальних процесів у клітинах пекарських дріжджів, вирощених на різ-
них вуглеводах. На відміну від дріжджів, які росли на глюкозі, клітини, які куль-
тивували на фруктозі, демонстрували вищий рівень активованих форм та більшу 
інтенсивність окисних процесів.
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Heart failure is a leading cause of death in developed countries, which has been de-
scribed as a “health epidemic” of the 21st century.

Cardiomyocytes respond to stress by induction of cell death program – apoptosis or 
necrosis depending on a subset of regulatory proteins involved (such as molecular chape-
rons (HSPs), Bcl-2 family of proteins, growth factors, calcium and oxidants) and on the 
balance between biosynthesis and degradation of proteins within the cell. The usual adap-
tive response of cardiomyocytes to stress lead to heart remodeling and to heart failure 
progression which is linked with development of the programmed cell death - apoptosis. 
Apoptosis in cardiomyocytes differs at morphological and biochemical levels from other 
types of cell. During the last decade the numerous data accumulated have supported the 
idea of a close link between apoptosis and autoimmunity. Cell death manifested in cardio-
myocytes loss could be a major pathogenic factor in heart failure development and induc-
tion of pathologic autoimmunity which is characteristic of such pathology progression. 

We studied the expression and cellular localization of abundant cytoplasmic (Hsp70, 
Hsp90) and mitochondrial (Hsp60) chaperons in the acute phase (myocarditis - MC) and 
chronic phase (dilated cardiomyopathy - DCM) of heart failure. The experimental mouse 
models of DCM-like and MC-like pathologies developed in our Laboratory allow to study 
the peculiarities of HSPs expression at heart failure progression in dynamics .

The significant changes of Hsp70 and Hsp60 expression levels have been observed by 
Western-blot and RT-PCR analysis in cardiomyocytes from DCM affected heart in com-
parison with MC-affected and normal ones. Besides, we revealed a cellular re-localization 
for Hsp60, Hsp90 and in vivo Hsp60-Bax and Hsp60-p70S6 kinase complexes formation 
in DCM-affected hearts which could be linked with altered regulation of stress-induced 
signal pathways of cardiomyocytes at heart failure development.

The results obtained taken together with recently published data concerning antiapop-
totic role of cytosolic cardiac Hsp60 and Hsp70 and the role of Hsp90 in regulation of 
ubiquitin-proteasome degradation of proteins allow to propose a working hypothesis about 
possible involvement of HSPs at heart failure origin and progression. 

The future perspectives of the investigation of HSPs regulatory role in stress-induced 
cardiomyocytes signaling linked with heart failure progression and new therapeutic strate-
gies based on such researches will be discussed.
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В условиях эксперимента исследовано состояние молекулярных систем транс-
порта и утилизации кислорода, особенности тканевого и клеточного метаболизма 
у морских рыб и моллюсков, обитающих в гипоксических и аноксических аквато-
риях Черного моря.

Установлено, что дыхательная цепь митохондрий донных видов рыб, устойчи-
вых к внешней гипоксии имеет нескомпенсированный тип организации с явным 
преобладанием содержания цитохромов терминальной группы – аа3. В их кле-
точных системах в условиях экстремально низких Po2 отмечено сбалансированное 
угнетение метаболических и мембранных функций. Это выражалось в снижении 
активностей Na+,K+-АТР-азы и гексокиназы при сохранении основных показателей 
жизнеспособности клеток: градиентов по Na+ и K+ на мембране и внутриклеточной 
концентрации АТР.

В гемоглобиновой системе бычка-кругляка (Neogobius melanostomus P.) устойчи-
вого к экстремальным формам гипоксии, выявлена фракция с ранее не описанными 
функциональными свойствами. Она обладала одновременно высоким сродством к 
кислороду (Р50 7,74 ± 0,98 гПа при рН 8,�) и повышенной чувствительностью к рН 
(эффект Бора -0,81 ± 0,09 при рН 8,�→7,5). При закислении инкубационной среды 
(рН 8,�→7,5) отмечали также снижение насыщения ее кислородом на 12,8 ± 1,4% 
(эффект Рута). В условиях экспериментальной гипоксии содержание данной фрак-
ции в крови повышалось на 41,8% (Р < 0,001). 

В условиях экспериментальной аноксии в тканях толерантных к дефициту О2 

моллюсков наблюдается снижение содержания протеина, рост уровня свободных 
аминокислот и мочевины. Гидролизу подвергаются преимущественно низкомоле-
кулярные пептиды. Об этом свидетельствует уменьшение активности катепсина 
D на фоне роста активности γ-ГТП. Аноксия сопровождается ростом значений 
индекса МДГ/ЛДГ, что определяется существенным понижением активности ЛДГ. 
Это происходит на фоне усиления сукцинаттиокиназной и фумаратредуктазной 
реакций, контролируемых аланин- и аспартатаминотрасферазами. Они исключа-
ют накопление лактата в тканях и позволяют получать дополнительный ресурс 
макроэргов. Метаболические процессы в гепатопанкреасе моллюсков ориентиро-
ваны на продукцию аминокислот.
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Як було показано нами раніше (Bilyy et al., Autoimmunity, 2007), у плазма-
тичній мембрані апоптичної клітини змінюється співвідношення експонованих 
вуглеводних залишків, а саме зростає кількість поверхневих β-галактозильних та 
α-маннозильних залишків за одночасного зменшення кількості термінальних сіа-
лових кислот внаслідок підвищення рівня сіалідазної активності. У цьому дослі-
дженні ми виявили ензим, відповідальний за даний процес, а також встановили 
шляхи його активації під час апоптозу. Показано, що тотальна нейрамінідазна 
активність зростає в апоптичних клітинах порівняно з інтактними. Після фрак-
ціонування лізатів клітин цю активність виявлено у фракції плазматичних мемб-
ран, а саме, серед інтегральних протеїнів плазмалеми. Нейрамінідазну активність 
визначали, використовуючи флуорогенний субстрат 4-метилумбеліферил-α-D-N-
ацетилнейрамінат натрію, який при дії екзо-α-сіалідаз утворює флуоресцентий 
продукт. Проаналізовано вплив на нейрамінідазну активність антитіл до відомих 
евкаріотичних сіалідаз (Neu1, Neu2, Neu� та Neu4). Встановлено, що антитіла до 
Neu� та Neu4 пригнічують зростання нейрамінідазної активності апоптичних клі-
тин. Крім того, у Neu� та Neu4 виявлено можливі трансмембранні домени і сайти 
розщеплення каспазами. Інкубація клітин з пан-каспазним інгібітором z-VAD-fmk 
запобігала зростанню нейрамінідазної активності за умов апоптозу, що вказує на 
участь каспаз у даному процесі. Для встановлення шляхів активації нейрамінідаз 
використано активні форми каспаз та їхніх інгібіторів (BD Bioscience). Показано, 
що додавання каспаз � і 8 спричиняє в інтактних клітин таке ж за рівнем зростан-
ня нейрамінідазної активності, що й індукція апоптозу, тоді як каспаза 7 такого 
впливу не проявляє. Інгібування каспаз �, 8 чи 9 призводить до зниження рівня 
сіалідазної активності за умов індукції апоптозу. 

Таким чином, під час апоптозу відбувається каспазозалежна активація клітин-
них сіалідаз Neu� та Neu4, за участі каспаз � та 8, і це призводить до появи десіа-
лованих глікопротеїнів на поверхні апоптичних клітин.

Автори вдячні за фінансову підтримку в рамках гранту WUBMRC та Німець-
ко-Українського двостороннього гранту UKR 08/0�5, а також проф. Мартіну Гер-
ману (Ерланген, Німеччина) за сприяння проведенню досліджень в рамках даної 
роботи. 
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РЕГУлЯціЯ ТіолВМіЩУЮЧИМИ СПолУКаМИ
аКТИВноСТі КаТЕПСИнУ L У нИРКаХ
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Катепсини відіграють особливу роль у системі протеолітичних ензимів клі-
тини, оскільки являються протеазами, які розпочинають процес деградації про-
теїнів. Механізми їхньої регуляції вивчені недостатньо. Зважаючи на те, що ці 
ензими є тіоловими протеазами, ми вирішили вивчити їхню можливу регуляцію 
тіолвміщуючими сполуками.

Серед досліджених сполук (цистин, цистеїн, глутатіон, ліпоєва кислота, тіа-
мін, бенфотіамін, тіохром) жодна, крім тіаміну та його похідних, не впливала на 
активність ензиму.

Тіамін та його похідні суттєво збільшували  досліджуваний показник.
Для остаточного з’ясування механізму активаційної дії тіаміну та його похід-

них, ми вивчили стан SH- і SS-груп катепсину під час взаємодії з вищезгаданими 
тіоловими сполуками. Слід відмітити, що у молекулі нативного ензиму значно 
більше SS-груп, порівняно з SH-групами. Серед усіх вивчених сполук тільки тіа-
мін суттєво зменшує кількість вільних SH-груп у ензимі, очевидно, за рахунок  
взаємодії цього вітаміну з вільними SH-групами активного центру.

Таким чином, серед усіх досліджених тіолвміщуючих сполук активатором ка-
тепсину L може вважатися тіамін і, можливо, його метаболіти. Такий ефект можна 
віднести до проявів некоензимних функцій цього вітаміну.

ПРИЧИнИ ВИнИКнЕннЯ наДСИнТЕЗУ
РИБоФлаВінУ У ДРіЖДЖіВ

ФеДОРОВич Д. В., БОРеЦьКий ю. Р., ПиНЯГА ю. В.,
ПРОКОПІВ Т. М., БОРеЦьКий В. ю., ФАюРА Л. Р.,

СиБІРНий А. А.

Інститут біології клітини НАН України, Львів;
e-mail: fedorovych@cellbiol.lviv.ua

Декілька видів дріжджів, серед них  умовно патогенні candida albicans, про-
мислово важливі – candida famata, Pichia (candida) guilliermondii, Shwanniomyces 
occidentalis, Debaryomyces hansenii за умов дефіциту заліза здатні до надсинтезу ри-
бофлавіну (РФ). Зростання флавіногенної активності  у цих видів дріжджів вини-
кає також внаслідок вирощування в середовищі, що містить іони металів (кобальт, 
хром). Дефіцит заліза у середовищі викликає у P. guilliermondii значне зростання 
нагромадження транскриптів генів rIb1 та rIb7, що кодують ГТФ-циклогідролазу 
та рибофлавінсинтазу (перший та останній ензими шляху біосинтезу РФ). Зрос-
тання рівня транскрипції цих генів показано також у мутантів, які здатні до над-
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синтезу рибофлавіну в середовищі з високим вмістом заліза, а також у штаму ди-
кого типу, вирощеного за умов підвищеної концентрації іонів Сo(II) або Cr(VI). У 
P. guilliermondii описано 11 регуляторних мутацій негативного типу дії (rib80, rib81, 
hit1, red1-red6, yfh1, vma1) і дві позитивного типу дії (sef1, rib84). Пошкодження 
будь-якого із цих генів призводить до дефектів не тільки регуляції біосинтезу рибо-
флавіну, а й транспорту заліза в клітини. Наведені дані свідчать про тісний зв’язок 
між регуляцією біосинтезу РФ та гомеостазом металів у флавіногенних дріжджів, 
однак механізми та фізіологічна доцільність надсинтезу РФ дріжджами за умов де-
фіциту заліза та при надлишку іонів металів залишаються нез’ясованими. Вислов-
лено припущення, що посилення синтезу РФ і асиміляції заліза у P. guilliermondii 
є відповіддю на оксидативний стрес, викликаний різними факторами. На користь 
цієї гіпотези свідчать декілька фактів. Мутації rib80, rib81, hit1, обробка кобаль-
том або хромом, а також дефіцит заліза викликають зростання вмісту малонового 
діальдегіду (МДА) в культурі. Ріст мутантів rib80, rib81, hit1 сильніше пригнічуєть-
ся супероксидгенеруючими агентами (метилвіологен, менадіон, іони кобальту, кад-
мію), ніж штаму дикого типу. Супероксидгенеруючі агенти спричиняють також 
підвищення продукції РФ та вмісту заліза в клітинах цих дріжджів. Виявлено, що 
підвищена флавіногенна активність у мутантів з пошкодженою регуляцією біосин-
тезу РФ, а також штаму дикого типу за умов дефіциту заліза та завдяки дії іонів 
металів корелює із зниженням активності супероксидисмутаз та каталази. Зміни 
флавіногенної активності, метаболізму заліза та чутливості до прооксидантів ви-
явлено і в мутантів, отриманих за допомогою інсерційного мутагенезу, vma1 (ва-
куолярна АТР-аза) та fra1 (амінопептидаза). Делеція гена yFH1 (кодує дріжджовий 
гомолог фратаксину, залучений у метаболізм заліза) призводить до зростання чут-
ливості до пероксиду водню, підвищення рівня синтезу РФ та збільшення вмісту 
заліза в клітинах. Делеція гена yAP1 (кодує дріжджовий активатор транскрипції, 
що контролює відповідь на оксидативний стрес) призводить до зниження вмісту 
заліза в клітинах, зниження рівня синтезу РФ за умов дефіциту заліза, що також 
свідчить про спільність деяких елементів, задіяних у регуляції досліджуваних про-
цесів. Наведені дані свідчать, що надсинтез РФ є одним із елементів захисту від 
оксидативного стресу.

mTOR/S6K PATHWAY AS A REGULATOR OF CELL GROWTH, 
PROLIFARATION AND METABOLISM

FILoNENKo V. V., GoUt I. t.

Institute of Molecular biology and Genetics, National Academy
of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e- mail: filonenko@imbg.org.ua

The mTOR (mammalian target of rapamycin) is central regulator of an evolutionary 
conserved signalling pathway which controls cellular metabolism, growth and prolifera-
tion. 

Deregulation of mTOR-coordinated signalling has been associated with various human 
pathologies, including diabetes, inflammation and cancer. Rapamycin, a naturally occur-
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ring mTOR inhibitor, and its homologues have been currently tested as anti-cancer drugs 
in numerous clinical trials. In contrast to yeast which have two TOR genes (TOR1 and 
TOR2), there is only one gene encoding mammalian TOR. The diversity of TOR-mediated 
signalling in mammals is compensated by the existence of two multienzyme complexes, 
mTORC1 and mTORC2, whose regulatory components and downstream effects mirror 
in part signalling mediated in yeast by TOR1 and TOR2 pathways. The mechanisms by 
which mTOR sensors and controls energy metabolism and cell growth are relatively well 
understood, while molecular events defining mTOR-mediated proliferation remain to be 
elucidated. We have recently identified a novel mTOR splicing isoform, TORb, which in 
contrast to the full length protein (mTORa), has the potential to regulate the G1 phase of 
the cell cycle and to stimulate cell proliferation. mTORb is an active protein kinase which 
mediates downstream signalling through complexing with Rictor and Raptor proteins. 
Furthermore, overexpression of mTORb transforms immortal cells and is tumorigenic in 
nude mice and therefore is a proto-oncogene. These findings define molecular events re-
sponsible for mediating mTOR-driven proliferation and oncogenic transformation. 

Recent identification of CoA-synthase, enzyme responsible for the last two steps in 
CoA biosynthesis, as S6K binding partners revealed a possible link between cell signaling 
and regulation of CoA/CoA derivatives-dependent metabolic processes in the cell. 

Further studies detected interaction of CoA synthase with other signaling molecules 
including regulatory subunit of p85 PI�K, tyrosine phosphatase (Shp2PTP) and some ty-
rosine kinases. In addition it was demonstrated for the first time that tyrosine-dependent 
phosphorylation/dephosphorylation of CoA synthase affects its catalytic activity that sup-
ports proposed idea. 

ДіЯ оКСИТоцИнУ на ТРанСПоРТ іоніВ Са
В ГлаДЕньКИХ М’ЯЗаХ МаТКИ

шЛиКОВ С. Г.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: sshlykov@biochem.kiev.ua

Гладеньком’язові клітини матки є складною тензоелектричною системою, ско-
ротлива активність якої контролюється чисельними факторами, а саме: гормонами, 
медіаторами, іонами, а також механічним розтягуванням. Механізм дії окситоцину 
на скоротливу активність гладеньких м’язів матки був і залишається предметом 
досліджень вчених багатьох лабораторій світу.

Нами було підтверджено, що дія окситоцину на гладенькі м`язи має видову спе-
цифічність. Встановлено, що при короткостроковій аплікації окситоцину гладенькі 
м`язи матки мурчака та щура відповідають скоротливою реакцією, що інгібується 
блокаторами кальцієвих каналів, нітрендипіном та ніфедипіном. 

У клітинній лінії міометрія вагітних жінок (PHM1) та у первинній культурі 
клітин жіночого міометрія за допомогою полімеразної ланцюгової реакції пока-
зано експресію генів TrpC 1/�/4/5/6/7. Встановлено, що в гладеньких м’язах матки 
жінок експресуються TrpC протеїни, які приймають участь у регуляції вільної 
концентрації кальцію в клітинах міометрія. Активація окситоцинових рецепторів 
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або спустошення саркоплазматичного ретикулума за допомогою тапсигаргіна, ін-
гібітора кальцієвої помпи, індукували вхід іонів кальцію з позаклітинного просто-
ру. Цей вхід інгібувався SKF 96�65 та іонами гадолінію. Окситоцин та тапсигаргін 
індукували також вхід іонів Sr. У клітинній лінії PHM1 та у первинній культурі 
клітин жіночого міометрія, мембранопроникливий аналог діацилгліцеролу, інду-
кував вхід Са2+ та Sr2+. Вхід двовалентних катіонів не блокувався інгібіторами 
протеїнкінази С та активувався інгібітором ліпази діацилгліцеролу, RHC 80267. 
Показано, що до виникнення внутрішньоклітинних осциляцій концентрації іонів 
Са, за умов дії синтетичного аналогу діацилгліцеролу, має відношення тільки по-
заклітинний Са2+.

Доведено, що в клітинах міометрія щурів окситоцин гальмує активність каль-
цієвих помп плазматичної мембрани та саркоплазматичного ретикулума.

Запропоновано концептуальну узагальнюючу схему біохімічного механізму ре-
гуляції окситоцином транспорту Са2+ у міометрії.

REGULATION OF REDOX STATE
BY RHENIUM-PLATINUM ANTITUMOR SYSTEM

CAPSULATED IN NANOLIPOSOMES

1SHtEMENKo N. I., 2SHtEMENKo o. V.

1oles Gonchar Dnipropetrovs’k National University, Ukraine;
2Ukrainian State chemical technological University,

Dnipropetrovs’k, Ukraine;
e-mail: ashtemenko@yahoo.com

The novel antitumor system including cluster rhenium compounds and cisplatin (Re-Pt 
4 : 1 system) has been recently presented that was effective in the model of rat’s carcinoma 
T8 and in the majority of experiments led to disappearance of cancer cells. The approach 
to circumvent such drawbacks of the drugs on the base of heavy metal compounds as dose-
limiting toxicities (nephro-, hepato-, neurotoxicity, etc.) by encapsulation into a nanopar-
ticle prevents by-side interactions is a very promising strategy. Oxidative stress-induced 
activation of NADPH oxidase and peroxisome proliferators-activated receptors, altera-
tions of redox state of binding proteins, DNA mutations and induction of early response 
genes and hematopoietic activation, etc. seem to be common elements in the induction of 
hyperplasia, neoplasia, cancer metastasis, and angiogenesis. In the present work we show 
application of different nano-preparations of 20–100 nm size, nanoliposomes and solid 
nanoparticles loaded with Re-Pt system or with its components in different ratios in the 
model of tumor growth. The cluster rhenium compounds of tetracarboxylate and cis-di-
carboxylate types were the matter of concern. Parameters of oxidative stress in blood of 
experimental animals were measured. Intensity of peroxide oxidation process, activity of 
defensive enzymes in plasma and red blood cells were very sensitive to tumor growth and 
to its prevention by the system. Introduction of the Re-Pt system in nanoliposomes and 
nanoparticles inhibited the tumor growth, except experiments, where quantity of cisplatin 
in capsules were lower (1 : 8). The lowering of the size of the introduced liposomes and 
particles did not influence the intensity of POL. Activities of the enzymes in plasma and 
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erythrocytes were higher, especially in experiments with solid nanoparticles (in 1.8 times 
in comparison with application of ordinary liposomes). This activation of the antioxidant 
enzymes was independent  of the tumor of size and remained on the high level even in 
those experiments, where the ratio of the system components was 2 : 4. The Re-Pt system 
was shown to be effective in the form of nanoliposomes with mixed composition inside 
(encapsulation of both components), activated the redox defence in tumor bearing animals 
that opens great opportunities to use medicines with different properties in ratio of per-
sonal inquire in one preparation. 
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СтенДОВІ ПОВІДОмлення

NO-DEPENDENT RELEASE OF FREE IRON CAUSES OXIDATIVE 
DAMAGE AT THE LEVEL OF MITOCHONDRIA AND PLASMA 

MEMBRANE

AKoPoVA o. V., KotSIUrUbA A. V., KorKAcH yu. P., SAGAcH V. F.

bogomoletz Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;
e-mail: circul@biph.kiev.ua

Iron is known as the catalyst of toxic ROS production, such as ●OH-radical. Mito-
chondria are the potent source of cellular ROS and RNS which cause oxidative damage 
to different cellular structures, but the role of free iron in the conversion of mitochondrial 
ROS has not been sufficiently elucidated. Earlier we have shown that NO donor, nitro-
glycerine (NG) in vivo causes dramatic rise in mitochondrial ROS and RNS production. 
The aim of this work was to study the influence of NG on Fe2+ release in mitochondria, 
Na+,K+-ATPase activity in rat aorta and lipid peroxidation as the hallmark of oxidative 
damage of the cells.

It was shown that dose-dependent increase of Ca2+-uptake which is the result of NO-
dependent inhibition of mitochondrial permeability transition pore (MPTP) is accompa-
nied not only by the rise in ROS and RNS production but also by dramatic increase in 
free iron (Fe2+) content and lipid peroxidation (LP). The rise in the level of ROS, RNS, 
LP and Fe2+ well correlates with dose-dependent inhibition of Na+,K+-ATPase. It was es-
tablished that Na+,K+-ATPase inhibition by NO in vivo is not cGMP-dependent, but is of 
oxidative nature. Hypothesis is put forward that the release of free iron initially caused by 
an increase in Ca2+-uptake and ROS formation as a result of MPTP inhibition leads to 
the burst of ROS production catalyzed by Fe2+ which could be the main cause of oxida-
tive damage at the level of mitochondria and plasma membrane and inhibition of Na+,K+-
ATPase activity.

THE CONTRIBUTION OF KATP-CHANNEL TO TRANSMEMBRANE 
EXCHANGE OF K+ IN MITOCHONDRIA

AKoPoVA o. V.

bogomoletz Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;
e-mail: circul@biph.kiev.ua

In accordance with contemporary views, the role of mitochondrial K+
ATP-channel 

opening in cellular protection against apoptosis consists in “mild uncoupling” of respira-
tory chain as a result of acceleration of K+-cycling in mitochondria. Then it is of interest 
to estimate partial contribution of K+

ATP-channel to transmembrane exchange of K+ in the 
organelles. The rate of potassium transport was estimated by spectrophotometrical regis-
tration of the changes in mitochondrial volume.
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With the aid of K+-channels blockers (non-selective, 4-aminopyridine, and selec-
tive blocker of K+

ATP-channel, glibenclamide) it is shown that blockage of K+-influx in 
a stationary state established after K+-uptake leads to complete or partial demasking of 
K+/H+-exchange which allows to estimate partial contribution of K+

ATP-channel, relative 
to ATP-independent K+-channels, in K+-cycle. Based on the relation between initial rates 
of K+-efflux, it is established that ATP-independent glibenclamide-insensitive K+-uptake 
is not a constant, but a variable component of K+-cycle, and the contribution of K+

ATP-
channel to transmembrane exchange of K+ increases to that extent as ATP-independent 
K+-uptake is decreased or inactivated. The mechanism of its decrease needs a more de-
tailed analysis, but it could be supposed that the role of K+

ATP-channel in K+-cycle under 
physiological conditions becomes especially important in energy-deficient or respiration 
inhibited mitochondria which could provide a background for clinical application of phar-
macological K+

ATP-channel openers.

оКИСнИЙ СТРЕС ЯК МЕДіаТоР
РаДіаціЙно-інДУКоВаноГо аПоПТоЗУ

АНДРІйчУК Т. Р., РАКшА Н. Г., ДРАГАН Л. П.,
ПОЛЯКОВА В. В., ЛУГОВА С. Л., ЦУДЗеВич Б. О.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: tatosha62@mail.ru

Окисний стрес визначається за рахунок виявлення окисних пошкоджень, і є 
наслідком підвищення рівня активних кисневих метаболітів (АКМ), інтенсифі-
кації вільнорадикальних процесів в цілому та дисбалансу у функціонуванні про- 
та антиоксидантної ланки. Ініціюється за дії чинників різної природи, особливо 
іонізуючої радіації. На рівні клітини за дії променевого фактора патологічні зміни 
спостерігаються в усіх компартментах, але найвищий ступінь неспецифічних пе-
ретворень – у мембранних структурах клітини, що сприяє активації і реалізації 
клітиною програми загибелі шляхом апоптозу. 

В умовах нашого експерименту в тимоцитах і спленоцитах щурів за дії проме-
невого чинника було встановлено достовірне підвищення ступеня пероксидного 
окислення ліпідів, яке реєстрували за накопиченням ТБК-активних метаболітів. 
Активізація ПОЛ супроводжується зміною стану клітинних мембран, їхньої про-
никності, зростанням імовірності кластеризації рецепторів смерті на плазматичній 
мембрані, відбувається  екстерналізація фосфатидилсерину на зовнішню її поверх-
ню як результат активації Са2+-залежної скрамблази, отже спостерігається індукція 
стресзалежного апоптозу. Одним з прямих наслідків впливу АКМ і опосредкованих 
– пероксидації ліпідів – є окислення тіолових груп. Наші дані свідчать про залеж-
не від дози та часу зниження кількості загальних SH-груп в імунокомпетентних 
клітинах, що призводить до дисбалансу в роботі іон-транспортувальних систем, 
внаслідок чого реєструється активація Са2+-залежних проапоптотичних факторів, 
а саме гідролітичних ензимів – кальпаїнів та Са2+-, Мg2+-ендонуклеаз. Нами також 
виявлено залучення внутрішнього сигнального шляху апоптозу, а саме пригнічен-
ня функційної активності мітохондрій як результат порушення роботи мітохонд-
ріального електрон-транспортного ланцюга. 
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Таким чином окисний стрес супроводжується порушенням внутрішньо-
клітинних метаболічних зв’язків та шляхів сигнальної трансдукції, що сприяє 
радіаційно-індукованому апоптозу.

ВПлИВ аФлаТоКСИнУ В1
на ПРоцЕС Пол Та анТИоКСИДанТнУ СИСТЕМУ

В ЕРИТРоцИТаХ ТВаРИн

1,2АНТОНЯК Г. Л., 2ФеДЯКОВ Р. О., 2КОВАЛь Н. К., 1БАБич Н. О., 
2СТеФАНишиН О. М., 3ПАНАС Н. Є.

1Львівський національний університет імені Івана Франка, Україна;
2Інститут біології тварин НААН України, Львів;

3Львівський національний аграрний університет, Україна;
e-mail: bioferom@gmail.com

Афлатоксин В1 (AFB1) – це мікотоксин, який може надходити до організму 
тварин і людини у разі забруднення кормів і продуктів харчування мікроміцетами 
роду Aspergillus. Вплив AFB1 на метаболізм в еритроїдних клітинах не вивчено. 
Метою роботи було дослідити процес пероксидного окислення ліпідів (ПОЛ) та 
активність ензимів антиоксидантної системи в еритроцитах тварин за експеримен-
тального введення AFB1.

Дослідження проводили на 20 білих щурах, яким одноразово вводили AFB1 
(0,5 мг/кг). Супероксиддисмутазну, каталазну, глутатіонредуктазну активність і 
вміст ТБК-активних продуктів визначали стандартними методами в гемолізатах 
еритроцитів, отриманих із крові тварин через 7, 14 і 21 добу після введення AFB1.

Установлено, що вміст ТБК-активних продуктів в еритроцитах щурів збіль-
шується впродовж 21-добового періоду досліджень. Супероксиддисмутазна і ката-
лазна активність зростає на 7-у та знижується на 14- і 21-у добу, а глутатіонредук-
тазна – знижується в усі терміни експерименту. Найвищий рівень продуктів ПОЛ 
виявляється на 21-у добу, а найвиразніше зменшення ензимної активності – на 7-у 
добу після введення тваринам AFB1. 

Одержані результати свідчать, що активація процесів ПОЛ у клітинах може 
бути однією з ланок шкідливого впливу AFB1 на організм тварин і людини. Водно-
час зниження антиоксидантного потенціалу еритроцитів призводить до дисбалансу 
між інтенсивністю процесів утворення продуктів ПОЛ та їхньої детоксикації. Такі 
ефекти зумовлюють розвиток оксидативного стресу та порушення функціональних 
властивостей клітин крові.
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ДИнаМіКа КонцЕнТРаціЇ ГлЮКоЗИ
У ПлаЗМі КонСЕРВоВаноЇ КРоВі БИКіВ

В УМоВаХ ГіПЕРКаПніЇ

АРНАУТА О. В., ГРеСьКО Б. Л.

Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;
e-mail: alex_arnauta@mail.ru

Однією з актуальних як у практичному, так і теоретичному аспектах у сучасній 
біохімічній науці є вивчення впливу високих концентрацій різних форм вугільної 
кислоти на різні біологічні об’єкти і, зокрема, консервовану кров. Як відомо, глю-
коза є основним енергетичним субстратом для забезпечення метаболічних процесів 
в усіх клітинах крові. Метою нашої роботи було вивчення впливу високих концен-
трацій NaHCO� та рCO2 на динаміку концентрації глюкози у плазмі консервованої 
крові биків у процесі її зберігання. 

Дослідження проводили на базі стаціонару факультету ветеринарної медици-
ни та кафедри біохімії тварин, якості і безпеки сільськогосподарської продукції 
ім. акад. М. Ф. Гулого. Кров контрольних зразків консервувалася глюкозо-цит-
ратним гемоконсервантом «Глюгіцир». Для консервування крові дослідних зразків 
був використаний модифікований «Глюгіцир», що містить високу концентрацію 
NaHCO� та високий рівень рCO2. Іономіром «И-1�0 вимірювали» рН середовища. 
Концентрацію глюкози визначали на біохімічному аналізаторі «Microlab-200» (Ні-
дерланди). 

Аналіз результатів експериментів показав, що у зразках крові, яку було закон-
сервовано середовищем із високим вмістом вуглекислотних компонентів, знижен-
ня рівня глюкози відбувалося значно повільніше, ніж у зразках крові, яку консер-
вували стандартним глюкозо-цитратним консервантом. Зокрема, на десяту добу в 
дослідних зразках концентрація глюкози порівняно із вихідним значенням була на 
12,1% меншою, тоді як у контролі – на �6,7%. Аналогічна динаміка спостерігалась 
у подальшому. Станом на тридцяту добу рівень досліджуваного субстрату в дослід-
них зразках знизився на 55,�%, а в контрольних – на 89,8%. 

Таким чином, у крові, законсервованої високими концентраціями вуглекисло-
ти, спостерігалось менш інтенсивне зниження концентрації глюкози, порівняно з 
контрольними зразками. В умовах гіперкапнії відбувається сповільнення обмінних 
процесів, в яких використовується глюкоза, що у свою чергу попереджає інтенсив-
не накопичення в середовищі кінцевих продуктів метаболізму, а також раціональ-
ніше використовується сам субстрат.
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РіВЕнь ДЕЯКИХ ПоКаЗнИКіВ оБМінУ ліПіДіВ
ЗалЕЖно ВіД ДЖЕРЕла ЇХ У КоРМі

БАРиЛО Б. С., КиРиЛІВ Я. І.

Львівський національний університет ветеринарної медицини 
та біотехнологій ім. С. З. Гжицького, Україна;

e-mail: bogdanbarulo@ukr.net

Вивчали вплив використаного для фільтрації соняшникової олії перліту на 
деякі показники ліпідного обміну у курчат – бройлерів.

На першому етапі досліджень вивчали вміст загальних ліпідів та їхній склад за 
класами у використаному для фільтрації соняшникової олії перліті і встановили, 
що в ньому міститься 59,1�% загальних ліпідів. За розподілом їх на класи вста-
новлено, що в них міститься 55,98% триацилгліцеролів, 1�,46% ефірів холестеролу, 
9,06% фосфоліпідів, 7,98% неетерифікованих жирних кислот, 7,1�% вільного холес-
теролу та 6,59% моно- і дигліцеролів.

Після цього було проведено дослід на курчатах-бройлерах кросу Кобб-500 з 
вивчення можливості заміни соняшникової олії на фільтроперліт та його вплив на 
показники ліпідного обміну, зокрема, вміст загальних ліпідів та співвідношення 
різних класів їх у тканинах печінки, грудних і стегнових м’язах. Поряд з цим виз-
начали вміст вітамінів А, Е та каротиноїдів у тканині печінки.

Внаслідок досліджень було встановлено, що додавання різних доз фільтроперліту 
до корму курчатам-бройлерам сприяло зниженню загальних ліпідів у тканині 
печінки на 9,92% порівняно з контрольною групою, яка отримувала натуральну 
соняшникову олію. Що стосується співвідношення класів ліпідів, то найвищим у 
печінці був рівень фосфоліпідів (24,0�–�1,99%), а найнижчим – неетерифікованих 
жирних кислот (10,51–1�,92%). Найвищий рівень фосфоліпідів був у тканині 
печінки курчат-бройлерів, що отримували 6% фільтроперліту (на 4,�1%). Рівень 
моно- і діацилгліцеролів був приблизно однаковим, а вільного холестеролу був 
дещо нижчим, ніж у контрольній групі курчат-бройлерів. Що стосується вмісту 
загальних ліпідів у тканинах м’язів, то у грудних м’язах він був дещо нижче, ніж 
у стегнових. У грудних м’язах порівняно із стегновими рівень фосфоліпідів був 
вище на �,87–19,64%. При визначенні вмісту вітамінів А і Е та каротиноїдів у 
печінці дослідних курчат-бройлерів встановлено підвищення вмісту вітаміну А на 
1�,61–�2,16%, проте рівень вітаміну Е був нижче у дослідних групах на 5,76–5�,88% 
порівняно з контрольною.

Рівень каротиноїдів у всіх дослідних групах був істотно вищим, порівняно з 
контрольною, зокрема на 1,20–2,70 мкг/г або на �0,77–69,2�%.

Таким чином заміна натуральної соняшникової олії у складі корму для курчат-
бройлерів на фільтроперліт, який містить значну кількість залишку соняшникової 
олії, впливає на рівень загальних ліпідів у тканинах печінки, стегнових і грудних 
м’язів та вміст вітамінів А, Е і каротиноїдів.
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ВПлИВ оКСИДУ аЗоТУ
на ЖИТТЄЗДаТніСТь КліТИн МЕланоМИ

лЮДИнИ ПіД ЧаС ГолоДУВаннЯ За аРГініноМ

БАРСьКА М. Л., чеНь О. І., БОБАК Я. П., ЛиНІВ Л. С.,
ВиННиЦьКА Б. О., ВОВК О. І., ІГУМеНЦеВА Н. І.,

СиБІРНА Н. О., СТАСиК О. В.

Інститут біології клітини НАН України, Львів;
e-mail: marina_barska@yahoo.com

Відомо, що конститутивна активність індуцибельної NO-синтази (iNOS) у клі-
тинах меланоми людини позитивно корелює з несприятливим прогнозом щодо 
виживання хворих. Разом з тим, в умовах обмеження вмісту L-аргініну (субстрату 
NOS-аз) у клітинах меланом гальмується ріст. Однак в організмі людини дефіцит 
аргініну зумовлює небезпеку вазоконстрикції через недостатню кількість вазоди-
лататора – оксиду азоту (NO). Метою дослідження було вивчення впливу ком-
пенсації дефіциту NO під час голодування за аргініном на фенотип злоякісних 
клітин, включаючи їхню здатність до адгезії, росту та апоптозу.

Досліджено відмінні за експресією iNOS клітинні лінії меланом: WM1158 
(iNOS-позитивна), SK-MEL-28 (iNOS-негативна). За набором інших ензимів мета-
болізму L-аргініну ці клітинні лінії не відрізняються. Активність NOSаз в кліти-
нах досліджуваних меланом в цілому є вищою на повному середовищі культиву-
вання (СМ), ніж на середовищі без аргініну (AFM); і на 2 порядки вищою у клітин 
WM1158, ніж в SK-MEL-28. Імунореактивні смуги, що відповідають нітрозильо-
ваному тирозину, виявлялись Вестерн-блот (WB) аналізом тільки в лізатах клітин 
WM1158 на СМ. На AFM, детектований за допомогою підсиленої хемілюмінесцен-
ції сигнал, був відсутній як для  WM1158, так і для SK-MEL-28.

Імуно- та лектинофлуоресцентним методами, а також лектиноблотаналізом 
встановлено зниження експресії β� інтегрину та зменшення кількості сіаловмісних 
глікопротеїнів у складі адгезивних молекул плазматичної мембрани клітин дослі-
джуваних меланом на AFM за впливу екзо- та ендогенного NO. Виявлені зміни в 
умовах голодування за аргініном можуть спричиняти активацію аноікозу, як од-
нієї з форм апоптозу, індукованого втратою адгезії клітин до субстрату, оскільки 
взаємодія інтегринів з позаклітинним матриксом ініціює запуск внутрішньоклі-
тинного сигналювання до проліферації та диференціації клітин. Зокрема, відо-
мо, що інтегринопосередкована активація фосфатидилінозитол-�′-кінази (PI�K) 
та протеїнкінази B/Akt запобігає аноікозу, а інгібування цих ензимів спричиняє 
індукцію останнього. В клітинах WM1158 та SK-MEL-28 як на повному, так і на 
безаргініновому середовищі методом WB-аналізу виявлено високу експресію регу-
ляторної субодиниці PI�-кінази р85α. Однак за дії інгібітора РІ�К вортманіну на 
СМ не відбувалось істотного пригнічення росту клітин досліджуваних меланом-
них ліній. Активація NOS-аз до продукції ендогенного NO за впливу індукторів 
та додавання до інкубаційного середовища низьких доз екзогенного оксиду азоту 
в кількості, домірних фізіологічним (0,01 та 0,1 мМ нітропрусиду натрію), сприяли 
підтримці росту клітин WM1158 та SK-MEL-28 на СМ. На 24-у годину інкубації 
за умов впливу екзо- та ендогенного NO виявлено початкові етапи фрагментації 
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ДНК та розщеплена форма PARP в лізатах клітин WM1158 виключно на AFM, що 
свідчить про запуск каспазозалежного апоптозу, ймовірно шляхом аноікозу. 

Одержані дані свідчать про можливе використання комбінації голодування за 
аргініном із додаванням екзогенного донора NO для терапії меланом, що може 
призводити in vivo до зміни їхніх адгезивних властивостей з наступним запуском 
апоптозу.

РіВЕнь ВіДноВлЕноГо ГлУТаТіонУ Та аКТИВніСТь
ЕнЗИМіВ ЙоГо оБМінУ В ТИМУСі ЩУРіВ

іЗ ТРанСПланТоВаноЮ КаРцИноМоЮ ГЕРЕна

БеВЗО В. В., БРеНЗАН Л. С.

чернівецький національний університет імені юрія Федьковича, Україна;
 e-mail: bevzo61@mail.ru

Характерною рисою пухлинного росту є порушення функціонування проок-
сидантно-антиоксидантної рівноваги та імунної системи, що проявляється дис-
балансом гормонального контролю, порушенням регуляторних механізмів, нако-
пиченням в організмі продуктів пероксидного окислення ліпідів та зниженням 
протипухлинної резистентності. Важливу роль у підтримці резистентності організ-
му до злоякісного росту тканин відіграє тимус, тому метою дослідження було вив-
чення вмісту відновленого глутатітону та активності ензимів його обміну в щурів-
пухлиноносіїв із перевитою карциномою Герена. 

Показано, що рівень ТБК-активних продуктів ПОЛ у гомогенаті тимуса щурів-
пухлиноносіїв зростає протягом всього періоду росту карциноми Герена та досягає 
максимальних значень на термінальній стадії, тоді як загальна антиоксидантна 
активність знижується на стадії інтенсивного розвитку пухлини в 1,5 раза, а на 
термінальній – майже в 2 рази порівняно з контролем. При цьому активність 
ензимів глутатіонової системи тимуса: γ-глутамілтрансферази, глутатіонредуктази 
та глутатіонпероксидази вірогідно збільшується лише на стадії початкого росту 
пухлини. Починаючи із 18 доби і до термінальної фази пухлинної прогресії ак-
тивність ензимів у гомогенаті тимуса щурів різко знижється порівняно з інтактни-
ми тваринами. Вміст відновленого глутатіону в гомогенаті тимуса щурів-пухлино-
носіїв вірогідно зростає на початковій та інтенсивній стадії росту пухлини у 1,� та 
1,8 раза відповідно, тоді як на термінальному етапі розвитку пухлини відзначали 
зниження вмісту відновленого глутатіону на 25% у дослідних тварин порівняно з 
контролем. 

Крім того, розвиток карциноми Герена у щурів-пухлиноносіїв супроводжуєть-
ся зменшенням коефіцієнта маси тимуса в 1,5 раза на початковій та в 2,5 раза на 
термінальній стадіях росту пухлини порівняно з інтактними тваринами, що при-
водить до його інволюції.

Такі зміни відновленого глутатіону на початкових етапах росту карциноми 
Герена можна розглядати як автоімунну реакцію організму тварин на пухлинну 
прогресію. Зниження активності ензимів обміну глутатіону, можливо, обумовлене 
гальмуванням їхньої активності токсичними метаболітами, які продукує пухлина, 
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а також зниженням синтезу їх за канцерогенезу, що в цілому ослаблює систему 
антиоксидантного захисту тимуса та сприяє пухлинній прогресії.

ВПлИВ інФіКУВаннЯ ЗБУДнИКоМ
оЧКоВоЇ ПлЯМИСТоСТі на інДУКціЮ

мРнК ГЕна ДЕФЕнСИнУ

1БеЛАВА В. Н., 2ЗеЛеНий С. Б., 1ПАНюТА О. О.,
1ТАРАН Н. ю.

1Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
2Інститут експериментальної патології, онкології і радіобіології 

ім. Р. Є. Кавецького НАН України, Київ;
e-mail: v987@ukr.net 

Досліджували динаміку вмісту мРНК захисного протеїну дефенсину на почат-
кових етапах інфікування Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Deighton пророст-
ків озимої пшениці (triticum aestivum L.) різних за стійкістю сортів. 

Кількість дефенсинової мРНК в неінфікованих проростках сприйнятливого 
сорту Миронівська 808 впродовж шести годин поступово зменшується на 27,5%, 
що не суперечить даним про наявність ДНК-вихідних транскриптів у насінні і 
майже повну відсутність у здорових листках. За інфікування (через 1,5 год) кіль-
кість мРНК дефенсину зменшилася у 4,0 рази відносно початкового значення, що 
пояснюється супресорним впливом гриба на імунну відповідь рослинної клітини. 
Впродовж наступних годин досліду зареєстровано поступове збільшення вмісту 
мРНК дефенсину. Проте, навіть, й через 6 год після інфікування їхня  кількість 
у � рази була нижчою за початкову і у 2 рази – за контрольне значення. Це пояс-
нюється нездатністю клітин проростків сприйнятливого сорту подолати інгібуючу 
дію імуносупресорів патогену.

У контрольних проростках резистентного сорту Roazon кількість мРНК впро-
довж шести годин зростає на 11%, що узгоджується з даними про евакуацію де-
фенсинів насіння, що проростає в оточуючий простір для формування захисного 
мікросередовища. За інфікування (через 1,5 год) кількість мРНК зменшується у 
2,1 раза. Темпи наступного поступового відновлення рівня мРНК вдвічі вищі, ніж 
у сприйнятливого сорту. 

Порівняння накопичення мРНК дефенсину у тканинах пшениці сприйнятли-
вого та відносно резистентного сортів показує, що і в контролі, і за інфікування 
P. herpotrichoides характер зміни цього показника зберігається. Проте, межі, а отже, 
і коливання абсолютних значень для сприйнятливого сорту ширші, ніж для від-
носно резистентного. 

Тобто, в даному разі нездатність підтримувати постійно високий рівень екс-
пресії генів захисних сполук негативно впливає на стійкість сорту. І навпаки, здат-
ність рослинного організму навіть під впливом супресорів фітопатогенів менше 
знижувати рівень мРНК захисних сполук і швидше нормалізувати транскрипцію 
сприяє резистентності сорту.
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оСоБЕнноСТИ ФоРМИРоВанИЯ
МИТоХонДРИальноЙ ДИСФУнКцИИ

нЕЙРоноВ СЕнСоМоТоРноЙ КоРЫ КРЫС В УСлоВИЯХ 
нИТРоЗИРУЮЩЕГо СТРЕССа IN VITRO И на ФонЕ 

ФаРМаКолоГИЧЕСКоЙ КоРРЕКцИИ

БеЛеНичеВ и. Ф., ПАВЛОВ С. В., КУчеРеНКО Л. и.,
БУХТиЯРОВА Н.

Запорожский государственный медицинский университет,
НПО «Фарматрон», Украина;

e-mail: cnilzgmu@rambler.ru

Целью настоящей работы было изучить формирование энергопродуцирующей 
дисфункции митохондрий нейронов коры головного мозга крыс при воздействии 
токсических концентраций дериватов оксида азота (нитрозирующий стресс) in 
vitro, а также при введении антиоксидантного и противоишемического препарата 
«Кардиотрил» (НПО «Фарматрон», Запорожье). В суспензии митохондрий нейронов 
сенсомоторной коры головного мозга крысят линии Вистар на фоне введения дона-
тора NO – динитрозольного комплекса железа II (DNIC) (600 мкМ) и кардиотрила 
(10-5 М) определяли содержание АТР, интермедиатов цикла Кребса, активность 
митохондриальной креатинфосфокиназы (мх-КФК), скорость открытия митохонд-
риальной поры, содержание bcl-2-протеина. Введение в суспезию митохондрий 
DNIC приводило к открытию поры митохондрий, падению мембранного потенциа-
ла. В митохондриях преинкубированных с DNIC, снижается уровень АТР, за счет 
торможения реакций в цикле Кребса на трикарбоновом и дикарбоновых участках 
(снижение уровня изоцитрата и малата), угнетается транспорт энергии (снижение 
активности мх-КФК), а также понижается уровень антиапоптического протеина 
bcl-2. Преинкубирование митохондрий с кардиотрилом на фоне введения DNIC 
приводит к торможению скорости открытия митохондриальной поры, повышению 
мембранного потенциала и повышению АТР на фоне увеличения уровня малата 
(Р < 0,05). Кардиотрил также повышает уровень bcl-2, что свидетельствует о тормо-
жении NO-обусловленного митоптоза. 

ВПлИВ СПолУК КаДМіЮ на аКТИВніСТь
Та КоМПонЕнТнИЙ СКлаД ПЕРоКСИДаЗИ

ПРоРоСТКіВ КУКУРУДЗИ

БІЛьчУК В. С., шУПРАНОВА Л. В.

Дніпропетровський національний університет імені Олеся Гончара, Україна;
e-mail: anna-rossihins@rambler.ru

Пероксидаза є провідним ензимом системи захисту клітин від надмірної кон-
центрації активних форм кисню, які утворюються внаслідок дії ксенобіотиків. 
Велика кількість ізоензимів пероксидази дозволяє окислювати різноманітні речо-
вини, збільшуючи фізіологічну значимість ензиму. У зв’язку з цим метою роботи 
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було з’ясування участі пероксидази у реакції проростків кукурудзи на дію сполук 
кадмію. Об’єктом дослідження були проростки кукурудзи гібриду Дніпровський 
�10 МВ, які вирощували в модельному експерименті на середовищі розчину нітрату 
кадмію в концентрації 1,0; 0,1 та 0,0� мМ. Відбір проб здійснювали через добу. Ак-
тивність пероксидази визначали фотометрично при 490 нм з бензидином, кількість 
протеїну – методом Бредфорд. Ізоензимні спектри пероксидази вивчали методом 
диск-електрофорезу і ізофокусування в ПААГ із гістохімічним виявленням ензи-
му. Аналізом одержаних даних було з’ясовано, що зміни активності пероксидази 
визначаються концентрацією іонів кадмію та органоспецифічністю проростків. 
За дії іонів кадмію відбувається гальмування терміну проявлення максимальної 
активності ензиму на 1–2 доби. В листках проростків відбувається підвищення 
питомої активності пероксидази в 1,�–1,5 раза до 9-ої доби проростання. У ко-
ренях проростків спостерігається зниження питомої активності ензиму відносно 
контролю на 20–�0% за дії мінімальної та середньої концентрації токсиканту. До-
слідження ізоензимного складу показали, що він є складнішим у коренях, ніж у 
проростаючому зерні та листках проростків. Контрольні зразки коренів у динаміці 
проростання містять від 5 до 8 компонентів із різною відносною електрофоретич-
ною рухомістю (ВЕР). За дії іонів кадмію їх кількість зменшується на 1–2 компо-
ненти. Аналіз денситограм показав, що вміст ензиму в компонентах із ВЕР 0,06 та 
0,125 за дії кадмію суттєво знижується. Пероксидаза листків проростків представ-
лена 4–6 основними ізоензимами. За дії іонів кадмію спостерігали як появу нових 
активних компонентів, так і ослаблення інтенсивності кількох смуг порівняно з 
контрольними рослинами. Метод ізоелектрофокусування дозволив визначити, що 
за дії кадмію відбуваються суттєві зміни у складі лужних ізоформ з рІ 7,8 і рІ 8,85 
та вмісту активного протеїну в компонентах з рІ 4,4–4,7.

Таким чином, зміни в активності пероксидази за дії сполук кадмію зумовлено 
суттєвими перебудовами в компонентному складі ензиму. 

PRESYNAPTIC PATHOLOGY: THE NEUROTOXIC
EFFECT OF CADMIUM AND LEAD ON THE PROTON

GRADIENT OF SYNAPTIC VESICLES
AND GLUTAMATE TRANSPORT

borISoV A. A.

taras Shevchenko Kyiv National University, Ukraine;
e-mail: arsenborisov@ukr.net

The presynaptic mechanisms underlying the neurotoxic effects of non-essential heavy 
metals Cd2+ and Pb2+ were analysed. It was shown that the preincubation of rat brain nerve 
terminals with Cd2+ (200 μM) or Pb2+ (200 μM) for 15 min resulted in the attenuation of 
synaptic vesicles acidification, which was assessed by the steady state level of the fluores-
cence of pH-sensitive dye acridine orange. A decrease in L-[14C]glutamate accumulation in 
digitonin – permeabilised synaptosomes after the addition of the metals, which reflected 
lowered L-[14C]glutamate accumulation by synaptic vesicles inside of synaptosomes, may 
be considered in support of the above data. In this context, using isolated rat brain sy-
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naptic vesicles, it was found that 100 μM Cd2+ or Pb2+ caused dissipation of their proton 
gradient, whereas the application of essential heavy metal Mn2+ did not do it within the 
concentration range of 50-500 μM. Thus, synaptic pathology associated with the influence 
of Cd2+ and Pb2+ may result from partial dissipation of the synaptic vesicle proton gradient 
that leads to: (*) a decrease in stimulated exocytosis, which is associated not only with 
the blockage of voltage-gated Ca2+ channels, but also with incomplete filling of synaptic 
vesicles; (**) an attenuation of Na+-dependent glutamate uptake. 

ВПлИВ КаДМіЮ на ЕнЕРГЕТИЧнИЙ оБМін
В оРГаніЗМі ЩУРіВ РіЗноГо ВіКУ

ВОРОшиЛОВА Н. М. 

Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;
e-mail: kostya1972@voliacable.com

Кадмієва інтоксикація спричинює розвиток оксидативного стресу в організмі 
тварин, посилює процеси пероксидного окислення ліпідів, порушує структурно-
функціональну цілісність біологічних мембран, внаслідок чого відбуваються знач-
ні зміни у діяльності різних ензиматичних систем, зокрема, ензимів енергетичного 
обміну. Не з’ясованим залишається віковий аспект впливу кадмію на стан енер-
гетичного обміну в організмі щурів. Тому метою нашої роботи було дослідження 
деяких показників енергетичного обміну, а саме активності лактатдегідрогенази 
(ЛДГ) та вмісту глюкози у крові щурів різного віку, отруєних кадмієм. Дослід про-
водився на базі кафедри біохімії тварин, якості та безпеки сільськогосподарської 
продукції ім. акад. М. Ф. Гулого. У дослідженнях використано щурів різного віку: 
молоді, статевозрілі та старі відповідно віком �, 6 та 18 місяців. Щури були отруєні 
кадмію сульфатом внутрішньочеревно в дозі 0,1�4 мг/100 г, що становить 1/50 DL50. 
Експерименти було проведено за схемою: I група – інтактні щури; II група – щури, 
отруєні кадмію сульфатом відповідно для кожної вікової групи. Декапітацію про-
водили під ефірним наркозом, після чого відбирали кров. У плазмі крові визнача-
ли активність ЛДГ та вміст глюкози на біохімічному аналізаторі «Мікролаб – 200» 
(Нідерланди). Результатами проведених досліджень було встановлено зростання 
активності ЛДГ в крові отруєних щурів �-місячного віку в 2 рази, 6- та 18-місяч-
ного віку – в середньому в 1,7 раза порівняно з інтактними тваринами. Також від-
значається і збільшення вмісту глюкози: у крові отруєних щурів �-місячного віку 
на �0%, 6-місячного – на 21%, натомість у щурів 18-місячного віку спостерігається 
лише тенденція до збільшення. Таким чином, одночасне збільшення активності 
ЛДГ та вмісту глюкози у крові отруєних щурів, з одного боку, пов’язане з акти-
вацією гліколітичного процесу, з іншого – з пригніченням окисних процесів й 
компенсаторного посилення окремих реакцій гліколізу, що в цілому свідчить про 
метаболічну компенсацію ацидотичного стану в організмі.
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інТРонні мікроРнК Та інШі ЕлЕМЕнТИ
МЕХаніЗМУ алЕльноГо ВИКлЮЧЕннЯ лоКУСіВ

ГЕніВ іМУноГлоБУліноВИХ ланцЮГіВ

ГАЛиЦьКий В. А.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: volha@biochem.kiev.ua

Алельне виключення властиве багатьом генам, у т.ч. локусам генів імуногло-
булінових ланцюгів. Завдяки цьому явищу досягається моноспецифічність іму-
ноглобулінів, які синтезує лімфоїдна клітина. Передбачається, що ініціатором 
алельного виключення генів має виступати молекула мікроРНК (miRNA), котра 
утворюється внаслідок процесингу некодуючого транскрипта алелів та зв’язується 
з комплементарною ділянкою їхніх ДНК, спричинюючи нанесення епігенетичних 
маркерів репресії [Halytskiy, 2008]. Метою дослідження було підтвердження цієї 
гіпотези шляхом виявлення послідовностей miRNA у складі локусів генів іму-
ноглобулінів, а також ідентифікація інших елементів, що забезпечують алельне 
виключення даних локусів.

Нуклеотидні послідовності локусів генів імуноглобулінів було отримано з бази 
даних Entrez, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/. Аналіз послідовностей прово-
дилися за допомогою програм для аналізу нуклеотидних текстів, пошук інвер-
тованих повторів (а саме послідовностей генів miRNA) – за допомогою програ-
ми RepeatMasker, пошук мішеней miRNA – за допомогою бази даних http://www.
microrna.org/.

Внаслідок аналізу in silico було виявлено послідовність гена miRNA miR-650 у 
локусі гена легкого λ-ланцюга імуноглобуліну. Зазначений ген знаходиться в межах 
інтрону. Показово, що у послідовності зрілої miRNA miR-650 міститься відразу три 
сайти, комплементарні сайтам метилювання у ДНК, – один динуклеотид 5′-CG-�′ 
та два тринуклеотиди 5′-CAG-�′. Імовірно, ця miRNA відповідає за алельне виклю-
чення локусів гена λ-ланцюга. Також у локусі λ-ланцюга передбачено наявність 
генів щонайменше 6 інших miRNA. Послідовності їхніх екзонів також містять по 
кілька сайтів 5′-C(N)G-�′.

Мішенями miR-650 є транскрипти кількох сотень генів, у т.ч. гена транскрип-
ційного фактора MITF, а також генів компонентів проліферативного сигнально-
го каскаду та компонентів цитоскелета. Тому дозріваюча В-клітина, розпочавши 
перебудову локусу гена легкого λ-ланцюга, не може ні ділитись, ні мігрувати, ні 
перейти на стадію зрілого В-лімфоцита, допоки не припиниться експресія гена 
mir-650 внаслідок того, що один з алельних локусів гена легкого λ-ланцюга зазнає 
репресії, інший – успішного реаранжування (під час перебудови локусу ділянка 
ДНК з геном даної miRNA втрачається).

Фланкуючі ділянки більшості генів та псевдогенів VН-фрагментів містять сайти 
зв’язування транскрипційних факторів Pu.1, Pax5, EBF, Ikaros, NF-κB, NF-AT, Oct, 
LEF1, сімейства E-протеїнів. Особливо поширеними виявились сайти зв’язування 
фактора Pu.1 та Е-протеїнів, і оскільки сайти інших факторів не настільки роз-
повсюджені, можна припустити, що для початку смислової транскрипції на ранніх 
стадіях лімфопоезу з метою швидкого звільнення досить протяжного локусу від 
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маркерів репресії потрібна велика кількість сайтів факторів Pu.1 та Е-протеїнів, 
тоді як для підтримання транскрипції у локусі впродовж наступних стадій лім-
фопоезу достатня присутність значно меншої кількості сайтів факторів, які діють 
впродовж цих стадій.

На відміну від локусів генів важких ланцюгів, фланкуючі ділянки лише окре-
мих генів легких Vκ- та Vλ-фрагментів містять сайти зв’язування факторів сімейства 
E-протеїнів, NF-κB, LEF1. Таким чином, у даних локусах перед алельним виклю-
ченням не відбувається тотальне деметилювання ДНК тому, що вони не зазна-
ють достатньо активної транскрипції, оскільки не містять великої кількості сайтів 
зв’язування транскрипційних факторів. Очевидно, у локусах генів легких ланцюгів 
імуноглобулінів деметилювання повинна зазнавати лише ділянка, відповідальна за 
їхнє алельне виключення (імовірно та, що містить вищезазначені гени miRNA).

ВлИЯнИЕ ИоноВ цИнКа
на ИЗМЕнЕнИЕ ПоВЕРХноСТИ МЕМБРан

ЭРИТРоцИТоВ ЧЕлоВЕКа

ГАРМАЗА ю. М., КОЗЛОВА Н. М., СЛОБОжАНиНА е. и.

ГНУ «институт биофизики и клеточной инженерии
НАН Беларуси», Минск;

e-mail: garmaza@yandex.ru

Цель работы – выяснить, влияют ли ионы цинка на изменение структурного 
состояния поверхности мембран эритроцитов человека. 

В работе использована кровь здоровых доноров в консерванте «глюгицир». Из-
менение структурного состояния поверхности мембран эритроцитов оценивали 
по степени экспонирования NH2-групп с использованием флуоресцентного зонда 
флуорескамина (Serva). Перераспределение фосфатидилсерина оценивали с помо-
щью FITC – конъюгированного рекомбинантного Annexin V (Beckman Coulter). 
Жизнеспособность эритроцитов контролировали по интенсивности флуоресцен-
ции кальцеина AM (Sigma). 

Показано, что 2-часовая инкубация эритроцитов человека с субгемолитичес-
кими концентрациями сульфата цинка 0,01–0,1 мМ приводит к дозозависимому 
увеличению NH2-групп на поверхности мембран (~ на �0% при 0,1 мМ Zn2+). Па-
раллельно было обнаружено, что в эритроцитах, подвергшихся воздействию Zn2+, 
не наблюдается изменения интенсивности флуоресценции кальцеина AM по отно-
шению к контролю, т.е. образование дополнительных NH2-групп после воздейст-
вия Zn2+ не влияет на жизнеспособность клеток. Для оценки количества эритро-
цитов, на поверхности которых произошла экспозиция фосфатидилсерина после 
обработки 0,01–0,1 мМ Zn2+, нами был использован аннексин V, который быстро 
и селективно связывается с фосфатидилсерином, находящимся на внешнем моно-
слое липидов плазматической мембраны. Установлено, что воздействие Zn2+ в ис-
следуемых концентрациях незначительно повышает процент аннексин-меченных 
эритроцитов. 
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Полученные данные свидетельствуют о том, что краткосрочное воздействие 
0,01–0,1 мМ ионов цинка на эритроциты человека in vitro приводит к экспониро-
ванию NH2-групп на поверхности мембран клеток, но этот процесс не связан с 
изменением жизнеспособности клеток и перераспределением фосфатидилсерина 
на внешний монослой липидного бислоя эритроцитарной мембраны. Известно, что 
флуорескамин связывается с аминогруппами как протеинов, так и липидов. Таким 
образом можно заключить, что при действии ионов цинка на эритроциты человека 
происходит изменение структурного состояния поверхностных мембранных про-
теинов и липидов.

ПРоГРЕССИЯ оПУХолЕВоГо РоСТа
В РаЗлИЧнЫХ УСлоВИЯХ КУльТИВИРоВанИЯ

оПУХолЕВЫХ КлЕТоК

1ГАРМАНчУК Л. В., 1НеПийВОДА К. Д., 2СКАчКОВА О. В.,
2ХРАНОВСКАЯ Н. Н.

1Киевский национальный университет имени Тараса шевченка, Украина;
2Национальный институт рака, Киев, Украина

Известно, что прогрессия опухолевых клеток обеспечивается их неконтроли-
руемой пролиферацией в первичных опухолях и метастатических узлах в условиях 
гипоксии и дефицита питательных веществ. В злокачественно трансформирован-
ных клетках активируется аутокринный механизм регуляции пролиферации опу-
холевых клеток, что способствует выживаемости клеток в таких условиях. Также 
важным свойством опухолевых клеток является их субстратнезависимая способ-
ность роста и формирование микросфероидов.

Целью настоящей работы было сравнительное исследование выживаемости, 
пролиферативной активности, про- и антиапоптической активности и адгезион-
ных свойств опухолевых клеток в условиях их роста в безсывороточной среде. 

Для исследования использовали клетки линии  рака молочной железы MCF-7, 
которые культивировали двое суток после достижения 100% плотности в монослое 
и выхода клеток в «стационарную» фазу роста в сфероидах в безсывороточных 
условиях. В качестве контроля для обеих моделей роста, использовали показатели 
культивирования клеток в полной ростовой среде. По окончании срока культиви-
рования анализировали выживаемость клеток, апоптический индекс, клеточный 
цикл и адгезионные свойства клеток.

Было выявлено, что выживаемость опухолевых клеток в условиях дефицита 
питательных субстратов выше в сфероидной культуре. На это указывает показатель 
количества живых клеток (80% в сфероидах и 67% в монослое). Свыше 70% клеток 
популяции сфероидов переходили в фазу G1/G0, в то время как при монослойном 
росте этот показатель ниже на 25%. Уровень апоптоза в монослойной культуре при 
дефиците субстратов выше в 2,2 раза по сравнению со сфероидной культурой. Так-
же зафиксировано снижение адгезионных свойств в сфероидах на 25% по сравне-
нию с контролем и повышение показателя прикрепленных клеток в монослойной 
культуре на �0%. Статистически значимыми были данные при P < 0,05.
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Таким образом, полученные нами данные свидетельствуют о более высоком 
уровне прогрессии опухолевых клеток в сфероидах в сравнении с субстратзависи-
мым монослойным ростом при дефиците ростовых факторов.

МЕТаБолИЧЕСКИЕ ПЕРЕСТРоЙКИ В оРГанИЗМЕ
КРЫС ПРИ наГРУЗКЕ ХлоРИДоМ МаРГанца

И БИолоГИЧЕСКИ аКТИВнЫМИ РаСТИТЕльнЫМИ 
КоМПонЕнТаМИ

ГОНчАРеНКО А. В., ГАНУСОВА Г. В., ОХРиМеНКО С. М.

Харьковский национальный университет им. В. Н. Каразина, Украина;
е-mail: valeolog@univer.kharkov.ua

Цель работы – изучение влияния ионов марганца на содержание ТБК-актив-
ных продуктов, интенсивность аскорбатзависимого пероксидного окисления ли-
пидов (ПОЛ), активность аланинаминотрансферазы (АЛТ) в печени крыс, степень 
спонтанного гемолиза эритроцитов, а также возможную коррекцию токсического 
действия марганца путем введения сиропа «Валеотон».

Исследование проводили на крысах-самцах линии Вистар массой 180–250 г, 
которым вводили внутримышечно в дозе 5 мг/100г массы тела MnCl2 в 0,9%-ом 
растворе NaCl. Контрольным животным вводили физиологический раствор. Тре-
тьей группе крыс после инъекций MnCl2 ежедневно вводили в желудок с помощью 
зонда по 0,5 мл сиропа «Валеотон», представляющего собой экстракт из 27 лекарст-
венных растений без консервантов (Декларац. патент України №�7554А, заявл. 
05.11.1999, заявка № 9911608�, кл. МПК А2�L1/09. Спосіб приготування сиропу 
«Валеотон»/М. С. Гончаренко, І. Е. Шмараєва, О. В. Гончаренко, К. П. Лемешко/
заявн.; Гончаренко М. С.; Опубл. 15.05.2001; Бюл. № 4).

Исследование нагрузки хлоридом марганца выявило достоверное увеличение 
спонтанного гемолиза эритроцитов. Этот процесс сопровождается достоверным 
увеличением активности АЛТ в печени крыс, что свидетельствует о нарушении 
функциональной активности гепатоцитов и об увеличении (а, возможно, и пов-
реждении) их мембранной проницаемости. Также снижается содержание гликогена 
в печени и повышается содержание свободных жирных кислот (СЖК) в крови, что 
является свидетельством активирования глюконеогенеза. На вторые сутки после 
введения MnCl2 наблюдается достоверное повышение содержания ТБК-активных 
продуктов и интенсивности аскорбатзависимого ПОЛ.

Введение сиропа «Валеотон» одновременно с хлоридом марганца производит 
защитный эффект. Так, активность АЛТ снижается до величин нормы, уменьша-
ется уровень спонтанного гемолиза и концентрация СЖК в крови. Повреждающее 
действие марганца на функциональную активность биомембран уменьшается, о 
чем свидетельствует снижение содержания ТБК-активных продуктов и интенсив-
ности аскорбатзависимого ПОЛ. 

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



166 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

CORRECTION OF OXIDATIVE PROCESSES
IN MITOCHONDRIA OF LYMPHOMA NK/Ly CELLS

BY IN VIVO TREATMENT WITH VINBLASTINE

HorbAy r. o., MANKo b. o., MANKo V. V., StoIKA r. S.

Ivan Franko Lviv National University, Ukraine; 
e-mail: rosthor@gmail.com

Vinblastine is known to cause transformation of many tumor cells to giant cells. In 
the last decade, a significant increase in a number of articles devoted to giant cell trans-
formation was observed. It was found that murine NK/Ly lymphoma cells undergo such 
transformation after vinblastine treatment (Lootsik MD, Stoika RS and co-workers). In 
1924, Otto Warburg postulated a hypothesis that cancer cells prefer anaerobic respiration 
to Krebs cycle. However, up to now there were no articles describing respiration of giant 
cancer cells.

The aim of our study was to evaluate mitochondrial respiration of giant murine 
NK/Ly lymphoma cells. 

To obtain giant cell population, murine NK/Ly lymphoma cells were inoculated intra-
peritonealy (25 million cells per mouse) into C57 black 4-month mice. Animal weighting 
was performed every 24 hours. On the 7-10th day when the weight increased by 50-60%, 
mice got drained. Three days before drainage, we inoculated 1% vinblastine solution (maxi-
mum 50 μg). The mean value of cell sizes (average diameter) took 12 μm for intact and 
25 μm for giant vinblastine treated cells. Cell suspension (approximately 5⋅106 cells/ml) 
was washed twice from the ascitic fluid with solution containing КCl – 90.0 mM, NaCl – 
15.0 mM, KH2PO4 – 2 mM, MgCl2 – 1.0 mM, HEPES – 10.0 mM, ЕGТА – 0.5 mM, 
pH 7.2. Respiration rate was measured at �7 °C using intact and digitonin-permeabilized 
NK/Ly cells by the polarographic method with Clark oxygen electrode. Optimal concen-
tration of digitonin was determined experimentally using trypane blue test and measure-
ment of LDH release. Respiration was stimulated with α-ketoglutarate (1 mM), succinate 
(0.�5 mM) and ADP (0.75 mM). 

After vinblastine treatment, endogenous intact cell respiration rate increased from 
0.12±0.01 ng-at. O / sec⋅106 cells to 0.��±0.06 ng-at. O / sec⋅106 cells (n = 6, P ≤ 0.01). 
Complete permeabilization of intact NK/Ly cells was achieved by their treatment with 
20 μg/ml and 150 μg/ml of digitonin for giant cells. This caused a significant decrease 
in the endogenous respiration of both normal and giant cells. An addition of succinate 
or α-ketoglutarate to intensify respiration of the permeabilized intact and giant cells, 
consecutive ADP addition stimulated respiration in giant cells significantly more than in 
intact cells (n = 6, P ≤ 0.01). This may be considered as a result of higher respiration-
phosphorylation coupling in giant cells, as compared to control. 

Vinblastine treatment in vivo leads to correction of mitochondrial oxidative phospho-
rylation in the NK/Ly cells. The molecular mechanisms of such vinblastine effect needs 
further investigation. This study was partly supported by the WUBMRC grant awarded to 
Horbay R.
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інТЕнСИВніСТь БіоСИнТЕЗУ ПРоТЕЇніВ,
ВУГлЕВоДіВ Та ліПіДіВ У Chlorellа vulgaris Beijer

За ДіЇ іоніВ цИнКУ і СВИнцЮ

ГОРДА А. І., ГРУБІНКО В. В.

Тернопільський національний педагогічний університет, Україна;
e-mail: hiazunt@mail.ru

Мікроводорості – одні з найбільш чутливих організмів до дії токсичних речо-
вин, включно важких металів. Вивчали вплив іонів цинку (мікроелемент) і свинцю 
(токсикант) на біосинтез протеїнів, ліпідів і вуглеводів в одноклітинної водорості 
chlorellа vulgaris Beijer. В експерименті до культури додавали солі Zn2+ – 5 мг/л, 
і Pb2+ – 0,5 мг/л (тривалість дії – 1–7 діб). Інтенсивність біосинтезу оцінювали 
за включенням [1-14С]-ацетату та [1-14С]-бікарбонату натрію при 20 °С і освітлен-
ні 2500 лк. Протеїни, ліпіди та вуглеводи осаджували, промивали і вимірювали 
радіоактивність (LS-100C «Beckman» (США).

Збільшення вмісту вуглеводів майже на 10% за рахунок включення бікарбона-
ту спостерігали у разі впливу на хлорелу іонів цинку протягом трьох діб та іонів 
свинцю протягом першої доби дії, після чого інтенсивність процесу зменшувалася 
до контрольних значень або нижче них.

Накопичення протеїнів майже на 10% за рахунок включення бікарбонату мало 
місце за дії іонів цинку та свинцю (� доби). У разі збільшення тривалості інкубації 
водоростей з металами до 7 діб вміст протеїнів стабілізується на рівні значень у 
контролі. 

Зміни вмісту вуглеводів і протеїнів вважаємо первинною реакцією клітин во-
доростей на стресорну дію металів.

Включення 14С-ацетату і 14С-бікарбонату в ліпіди за дії іонів обох металів збіль-
шується протягом усього періоду культивування водоростей: 14С-ацетату за дії Zn2+ 
збільшується в 1,6 раза порівняно з контролем на �-ю добу, в 2,2 рази – на 7-у; при 
дії Pb2+ – зростає в 2,0, 1,8 і 1,6 раза на 1-у, �-ю і 7-у доби відповідно. Включення 
14С-бікарбонату в ліпіди при дії Zn2+ збільшується в 1,6 і 2,0 раза порівняно з конт-
ролем на 1-у і 7-у доби; Pb2+ – в 1,�; 1,5 і 1,2 раза на 1-у, �-ю і 7-у доби відповідно. За 
дії цинку інтенсивність включення в ліпіди обох субстратів зростає зі збільшенням 
тривалості їнього впливу, а за дії іонів свинцю максимальне включення субстратів 
спостерігається протягом 1–� діб, після чого інтенсивність процесу знижується. 
Виявлено зворотну залежність між інтенсивністю включення мітки в ліпіди та 
вмістом хлорофілу, що пов’язуємо з відомим для водоростей фактом посилення 
за стресового впливу ліпідсинтезної функції каротиноїдів (O. A. Rozentsvet et al., 
2004).

Під впливом іонів важких металів відбувається активна структуризація мета-
болізму, що забезпечує підтримку клітинних структур і адаптацію до нових умов 
існування.
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МаТЕМаТИЧЕСКоЕ МоДЕлИРоВанИЕ ПРоцЕССа
Ca2+-ИнДУцИРоВанноГо ВЫБРоСа Ca2+

ИЗ СаРКоПлаЗМаТИЧЕСКоГо РЕТИКУлУМа
ГлаДКоМЫШЕЧноЙ КлЕТКИ 

ГОРчеВ В. Ф., КАРАХиМ С. A., жУК П. Ф.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: laserlab@biochem.kiev.ua

Процесс сокращения-расслабления мышц зависит от концентрации свободно-
го Ca2+ в цитозоле, поэтому изучение механизмов накопления Ca2+ в мышечной 
клетке и его удаления из нее является важным для понимания процессов мышеч-
ного сокращения и расслабления. Хотя и было проведено большое количество экс-
периментальных и теоретических работ, остается много неясных вопросов относи-
тельно процессов, которые сопровождают накопление Ca2+ в цитозоле, особенно в 
процессе Ca2+-индуцированного выброса Ca2+ (CICR) из ретикулума и в процессе 
входа Ca2+ в клетку через каналы SOC (store-operated channels), вызванного умень-
шением запасов Ca2+ в саркоплазматическом ретикулуме (SR). Последний  процесс 
носит название  capacitative calcium entry (CCE). 

Нами была разработана математическая модель кальциевого гомеостаза в глад-
комышечной клетке, основанная на следующих представлениях:

1. гладкомышечная клетка окружена плазматической мембраной (PM), в кото-
рой присутствуют кальциевые каналы и кальциевый насос;

2. в клетке находится определенное число пузырьков SR. В мембране каждого 
пузырька SR присутствует постоянное число кальциевых каналов и кальциевый 
насос;

�. в стационарном состоянии существует небольшой постоянный поток Ca2+ 
внутрь клетки через закрытые кальциевые каналы PM и SR (т.н. медленный ба-
зальный поток Ca2+), который компенсируется его откачкой из цитозоля во вне-
клеточное пространство кальциевыми насосами PM и SR

4. на поверхности пузырьков SR расположены рецепторы, связывающие цито-
зольный Ca2+, в результате чего кальциевые каналы SR открываются, значительно 
увеличивая свою пропускную способность.

В результате проведенных исследований показано, что:
а. изменение концентрации цитозольного Ca2+ имеет сложную, нелинейную 

зависимость от времени, при этом  основной вклад в увеличение его концентра-
ции дает выброс Ca2+ из SR. В результате выравнивания потоков Ca2+ в цитозоль 
и обратно процесс накопления Ca2+ в цитозоле прекращается. Процесс CICR пол-
ностью определяется непосредственно самим Ca2+;

б. процесс, который можно интерпретировать, как перезаполнение SR ионами 
кальция, может протекать за счет медленного базального потока Ca2+ в цитозоль 
из внеклеточного пространства через закрытые кальциевые каналы РМ. Этот про-
цесс, напоминающий ССЕ, но не нуждающийся в отдельном типе кальциевых ка-
налов – SOC-каналов – имеет исключительно кинетическую природу: поток Ca2+ 
из внеклеточной среды через цитозоль в SR вызван тем, что существует небольшой 
избыток Ca2+ во внеклеточном пространстве (по сравнению с базальным уровнем) 
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и недостаток Ca2+ в цитозоле и SR, что обусловливает появление движущей силы 
для переноса Ca2+ из внеклеточного пространства в цитозоль и из цитозоля в SR, 
причем этот процесс осуществляется (благодаря особенностям кинетики процесса) 
при концентрации цитозольного Ca2+ близкой к базальной.

РіВЕнь цИТоЗольноГо Са2+

У ноРМальнИХ і ТРанСФоРМоВанИХ Т-КліТИнаХ
За ДіЇ ПоЗаКліТИнноГо аТР Та ФУлЕРЕніВ С60

ГРеБІНиК С. М., ГРиНюК І. І., ПРиЛУЦьКА С. В.,
МАТишеВСьКА О. П.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: grebnik_z@yahoo.com

Позаклітинний АТР (АТР0) залучений до регуляції багатьох процесів у клі-
тинах імунної системи, зокрема дозрівання тимоцитів, цитолізу, апоптозу або 
неопластичної трансформації периферійних Т-лімфоцитів. Важливу роль у такій 
регуляції відводять родині АТР0-керованих пуринергічних Р2-рецепторів, актива-
ція яких супроводжується відкриванням катіонних каналів та підвищенням не-
специфічної проникності плазматичної мембрани або ж активацією ІР�-залежних 
рецепторів-каналів ЕПР, внаслідок чого зростають концентрації цитозольного Са2+ 
та змінюється швидкість клітинної проліферації. Експресію представників Р2-ре-
цепторів підтверджено в тимоцитах, Т-лімфоцитах крові, лейкемічних Т-лімфоци-
тах. Метою роботи було оцінити вплив позаклітинного АТР на рівень цитозоль-
ного Са2+ у клітинах, активність екто-АТР-ази, яка контролює час існування АТР 
у позаклітинному просторі та оцінити можливість модифікації цих показників із 
застосуванням нанорозмірних вуглецевих структур фулеренів С60, яким властиві 
мембранотропні ефекти. 

Досліди виконано на нормальних (ізольовані тимоцити щурів лінії Вістар) та 
трансформованих (лінія МТ-4 лейкозу) Т-клітинах. Концентрацію вільного цито-
зольного Са2+ вимірювали у клітинах, навантажених індо-1 або фура-2. Активність 
екто-АТР-ази вимірювали спектрофотометрично за швидкістю розщеплення АТР. 
У роботі використано стабільні колоїдні розчини фулеренів С60 (чистотою 95%), 
синтезовані у Технічному університеті Ільменау (Німеччина). 

У клітинах обох типів не зафіксовано зміни [Ca2+]i після додавання АТР у без-
кальцієве середовище інкубації. Однак у Са2+-вмісному середовищі спостерігається 
підвищення показника, яке не пригнічується інгібітором фосфоліпази С – нео-
міцином – і є набагато більше у клітинах МТ-4, ніж у тимоцитах, що вказує на 
значний АТР0-індукований вхід катіону через плазматичну мембрану трансформо-
ваних Т-клітин. Показано, що Т-клітинам лінії МТ-4 властивий значно вищий рі-
вень екто-АТР-азної активності, більша спорідненість ензиму до активуючих іонів 
Mg та Cа, а також до субстрату порівняно з тимоцитами. Припускається, що такі 
особливості функціонування екто-АТР-ази можуть сприяти швидкій деградації 
АТР0 та попередженню загибелі онкотрансформованих Т-лімфоцитів через неконт-
рольований вхід Са2+.
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Встановлено, що фулерени С60 у концентрації 14,4 мкг/мл не впливають на 
екто-АТР-азну активність клітин МТ-4, але пригнічують екто-АТР-азну активність 
тимоцитів, знижуючи величину V0 реакції на 58%, що може бути зумовлене відмін-
ностями у розподілі фулеренів С60 у ліпідному бішарі та у швидкості проникнення 
їх у Т-клітини різних типів. Ще одна можлива причина модифікації проведення 
індукованого позаклітинним АТР Са2+-сигналу за дії фулеренів С60 – це вплив на-
ноструктур на кальцієву проникність клітинних мембран. Встановлено, що фуле-
рени С60 спричинюють швидкий вхід позаклітинного Са2+ у Т-клітини, можливо, 
формуючи пори у плазматичній мембрані. Виявлено також, що фулерени С60 спри-
чиняють підвищення [Ca2+]i у Т-клітинах і в умовах інкубації їх у безкальцієвому 
середовищі, тобто здатні вивільнювати Са2+ із внутрішньоклітинних депо. 

ВМіСТ ПРоДУКТіВ ПЕРоКСИДноГо
оКИСлЕннЯ ліПіДіВ і аКТИВніСТь

анТИоКСИДанТнИХ ЕнЗИМіВ У ТКанИнаХ
КУРЕЙ–нЕСУЧоК За РіЗноГо РіВнЯ

ВіТаМінУ D3 В Раціоні 

ГУДиМА В. ю., ЯНОВич В. Г.

Інститут біології тварин НААНУ, Львів;
e-mail: volgudyma@gmail.com

Тривалий час вплив вітаміну D� в організмі курей-несучок в основному 
пов’язували із засвоєнням кальцію і фосфору та їхнім регуляторним впливом на 
метаболізм у кістковій тканині й у яйцепроводі під час формування шкаралупи 
яєць. В останні роки з’явилися дані про вплив вітаміну D� на вміст ліпідів і їхній 
жирнокислотний склад у крові і тканинах курей-несучок у разі підвищення рівня 
вітаміну D� в раціоні. У зв’язку з цим метою даної роботи було дослідження впливу 
різних доз вітаміну D� в раціоні курей-несучок на вміст продуктів пероксидно-
го окислення ліпідів (ПОЛ) у крові і тканинах (печінці, яйцепроводі, скелетних 
м’язах) птиці за різного рівня вітаміну D� в раціоні. Така мета роботи зумовлена 
ініціацією пероксидних процесів у тканинах курей-несучок за підвищення вмісту 
поліненасичених кислот у складі ліпідів.

Дослід проведено на трьох групах курей-несучок породи Хайсекс коричневий 
в умовах птахофабрики. Вміст вітаміну D� в раціоні курей-несучок першої, другої і 
третьої груп становив відповідно 2500, 5000 (норма) і 7500 ІО/кг комбікорму. Через 
�0 днів курей-несучок забивали шляхом декапітації і в одержаних від них зразках 
крові, печінки, яйцепроводу і грудних м’язів визначали вміст дієнових кон’югатів, 
гідропероксидів ліпідів і продуктів, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (ТБК-
активних продуктів) та активність супероксиддисмутази, глутатіонпероксидази і 
каталази.

Встановлено, що вміст всіх досліджуваних продуктів ПОЛ у крові, вміст діє-
нових кон’югатів у печінці, ТБК-активних продуктів у яйцепроводі і скелетних 
м’язах курей-несучок першої групи вірогідно більший ніж у курей-несучок другої 
і третьої груп. В останніх різниці вмісту продуктів ПОЛ у крові і тканинах невіро-
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гідні. При цьому активність глутатіонпероксидази у крові, печінці, яйцепроводі і 
скелетних м’язах курей-несучок першої групи вірогідно нижча порівняно з актив-
ністю їх у курей-несучок другої і третьої груп. Із цих даних випливає, що дефіцит 
вітаміну D� в раціоні курей-несучок приводить до посилення пероксидних про-
цесів в їхньому організмі внаслідок зниження активності глутатіонпероксидази, а 
надлишок вітаміну D� суттєво не впливає на ці показники.

оБМЕн аМИноВ В УСлоВИЯХ СТРЕССа

ГУДКОВА О. А., ЛАТышКО Н. В.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: ogudkova@biochem.kiev.ua

В ответ на стресс в крови резко повышается уровень адреналина. В результате 
окислительного дезаминирования этого амина при участии аминоксидаз генериру-
ются альдегиды и пероксид водорода. В свою очередь энзимы-антиоксиданты под-
держивают физиологический уровень активных форм кислорода. Таким образом, 
метаболизму аминов может принадлежать важная роль связующего звена между 
реакциями свободнорадикального окисления и обменом одноуглеродистых соеди-
нений. В модельном опыте in vivo на крысах, влияя на метаболизм альдегидов с по-
мощью их акцептора семикарбазида, мы исследовали поведение моноаминоксидаз 
(МАО) и семикарбазидчувствительной аминоксидазы (SSAO) как прооксидантов, 
а также ключевых антиоксидантных энзимов – супероксиддисмутазы и каталазы. 
Суточные дозы реагента, который вводился крысам перорально в хроническом или 
в остром опыте, составляли 6,7 ммоль/кг и 1,8 моль/кг массы крыс. Семикарбазид 
подавляет активность как аминоксидаз, так и антиоксидантных энзимов, что яви-
лось причиной оксидативного стресса. Об этом свидетельствует двукратное увели-
чение количества свободных радикалов в крови и двукратное увеличение уровня 
окислительной модификации протеинов в крови и печени крыс при использовании 
милимолярной и молярной дозы соответственно. Наблюдается значительная кор-
реляция между изменениями активности антиоксидантных энзимов и активнос-
тью SSAO, что свидетельствует о взаимосвязи этих метаболических путей. Кроме 
того, SSAO, локализованной в плазматической мембране с активным центром, экс-
понированным наружу, и генерирующей активные формы кислорода и альдегиды 
как сигнальные молекулы, может принадлежать важная роль в инициации сигнала 
тревоги в условиях стресса с целью мобилизации защитных ресурсов клетки.
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МЕТаБолИЧЕСКИЕ оСоБЕнноСТИ ТКанЕЙ
КаРаСЯ СЕРЕБРЯноГо Carassius auratus В УСлоВИЯХ 

ТЕМПЕРаТУРноЙ аККлИМацИИ

ГУЛеВСКий А. К., ГРиЩеНКОВА е. А., РеЛиНА Л. и.,
ПОГОжиХ е. Г.

институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины, Харьков;
e-mail: lianaisaakovna@rambler.ru

Исследовано изменение биохимических характеристик различных тканей ка-
рася серебряного carassius auratus под влиянием сезонной акклимации, смены тем-
пературных условий и низкомолекулярных соединений из ткани мозга холодоадап-
тированных «зимних» рыб. 

Было показано, что спектр протеинов тканей c. auratus претерпевает сезонные 
изменения, которые проявляются в появлении протеинов с молекулярной массой 
205 кДа в красных мышцах, миокарде и протеина с молекулярной массой 172 кДа 
в печени рыб в зимний период. 

Обнаружено, что на состав протеинов оказывает влияние как сезон, так и тем-
пература содержания, поскольку после 2-недельной акклимации при 20–22 °С в 
зимний период протеиновые спектры красных мышц, миокарда и печени рыб не 
отличаются от таковых в летний период, а в весенний период у рыб, содержащихся 
при температуре 4–5 °С, только в красных мышцах сохраняется протеин с молеку-
лярной массой 205 кДа, характерный для зимних условий.

Резкая смена температуры с 20–22 до 4–5 °С в летний период приводит к 
гибели рыб в течение �–5 суток, что сопровождается существенным снижением 
активности ЛДГ в направлении пируват → лактат. После акклимации при 4–5 °С 
активность ЛДГ составляет в белых мышцах всего лишь 11,7 и 1�,2% относительно 
«летнего» и «зимнего» значений соответственно, а в красных мышцах – 20 и 15,2% 
относительно «летнего» и «зимнего» значений соответственно. Содержание лактата 
после холодовой акклимации рыб в летний период значительно повышено в обоих 
типах мышц по сравнению с контролем. При этом количество АТР сохраняется на 
прежнем уровне.

В ткани мозга холодоадаптированных «зимних» рыб выявлена низкомолекуляр-
ная (до 5 кДа) фракция, содержащая регуляторные соединения, контролирующие 
переход организма на новый физиолого-метаболический режим. Внутрибрюшин-
ное введение фракции до 5 кДа (в количестве 4–5 мг на особь со средней массой 
�0 г) перед помещением рыб в резервуар с водой, температура которой 4–5 °С, спо-
собно обеспечивать выживание рыб при холодовой акклимации в летний период. 

Введение фракции, выделенной из мозга «зимних» карасей, приводит к зна-
чительному снижению уровня АТР в мышцах, а также к изменениям активности 
ЛДГ и содержания лактата в направлении нормализации этих параметров.

Таким образом, результаты работы свидетельствуют о том, что при температур-
ной адаптации карася серебряного carassius auratus происходит перестройка мета-
болизма, которая регулируется обнаруженными в ткани мозга холодоадаптирован-
ных рыб низкомолекулярными соединениями.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї



17�ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

ДоСліДЖЕннЯ аКТИВноСТі ГіДРолаЗ
ДВанаДцЯТИПалоЇ КИШКИ СВИнЕЙ За ВПлИВУ

ЕКЗоГЕннИХ ЕнЗИМнИХ ПРЕПаРаТіВ

1ГУЦОЛ А. В., 2КиРиЛІВ Я. І.

1Вінницький національний аграрний університет, Україна;
2Львівський національний університет ветеринарної медицини 

та біотехнологій ім. С. З. Ґжицького, Україна

Ензимні препарати мікробного походження за функціональною дією аналогічні 
ензимам травного тракту, проте мають ширший оптимум дії та краще розщеплю-
ють протеїни, вуглеводи, ліпіди і підвищують засвоєння макро- та мікроелементів 
із рослинних інгредієнтів, які знаходяться у вигляді погано розчинних фітатних 
комплексів. Ензимні препарати містять комплекс целюлозодеполімеризуючих ен-
зимів.

Застосування їх у складі комбікормів для свиней з переважним вмістом зер-
нових інгредієнтів значно підвищує коефіцієнт перетравлення та всмоктування 
поживних і біологічно активних речовин в кишково-шлунковому тракті.

У дослідах використовували новий вітчизняний ензимний препарат мацеразу, 
який компенсує відсутність в організмі свиней ензимів, що здатні гідролізувати 
рослинні некрохмальні полісахариди, розчеплює міжклітинну структуру рослин-
ної сировини та сприяє вивільненню поживних і біологічно активних речовин.

Визначали активність глюкоамілази, гліцинлейциндипептидази, загальної про-
теолітичної та ліполітичної активності в гомогенаті слизової оболонки, слизових 
нашаруваннях і хімусі 12-типалої кишки.

Внаслідок проведених досліджень встановлено, що найвищу активність дослі-
джуваних груп гідролаз виявляють слизові нашарування.

Загальна протеолітична і глюкоамілазна активність у хімусі була нижчою порів-
няно із слизовими нашаруваннями і гомогенатом слизової оболонки, активність 
дипептидаз в якому була приблизно на рівні активності у слизових нашаруваннях, 
а у хімусі нижче.

Що стосується ліполітичної активності гідролаз, то нами не виявлено суттєвих 
змін в 12-типалій кишці. Встановлено, що активність глюкоамілази вище у слизо-
вих нашаруваннях, ніж у хімусі. Суттєвих міжгрупових різниць не виявлено.

Отже, істотного впливу на активність гідролітичних ензимів екзогенний ен-
зимний препарат «мацераза» не виявляв. Проте спостерігалася значна продуктивна 
дія, зокрема жива маса поросят, які отримували ензимний препарат, була вище 
в середньому на 20%, а витрати кормів на одиницю приросту знижувалися на 
16–18%, що, на наш погляд, в першу чергу пов’язано з підвищенням трансформації 
поживних та біологічно активних речовин корму в продукцію живої маси.
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ВПлИВ ліПіДіВ РаціонУ ЩУРіВ
на ВМіСТ N-6 Та N-3 ПолінЕнаСИЧЕнИХ

ЖИРнИХ КИСлоТ У лЕЙКоцИТаХ 

1ДІДОВич А. П., 1,2ВУДМАСКА І. В., 2ВІЩУР О. І.

1Львівський національний університет ветеринарної медицини
та біотехнологій ім. С. З. Ґжицького, Україна;

2Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: adidovych@ukr.net

Більшість наявних у клітинах жирних кислот входить до складу двох ліпідних 
структур – клітинних мембран та цитоплазматичних жирових включень. Особ-
ливістю жирових включень лейкоцитів є високий вміст поліненасичених жирних 
кислот. Очевидно вони не виконують функції енергетичного депонування, а слу-
жать резервом попередників синтезу ейкозаноїдів. Кількість жирових включень у 
лейкоцитах зростає за стимулювання імунної функції.

Дослід проведено на трьох групах щурів, по 10 особин у групі. Тварини отри-
мували стандартний корм, що містив 5% жиру. Жировим компонентом раціону 
тварин 1-ї групи була соняшникова олія, 2-ї – ріпакова олія, а �-ї – риб’ячий 
(трісковий) жир. 

Міжгрупових різниць за міристиновою, пальмітиновою, стеариновою, олеїно-
вою, лінолевою та ліноленовою кислотами у лейкоцитах не виявлено, незважаючи 
на значні відмінності у вмісті цих кислот у плазмі крові. У лейкоцитах щурів 2-ї 
групи було менше, ніж у лейкоцитах щурів 1-ї групи арахідонової (20:4 n-6) та біль-
ше ейкозапентаєнової (20:5 n-�) кислоти, тоді як для докозапентаєнової (22:5 n-�) та 
докозагексаєнової (22:6 n-�) кислот різниці не виявлено. Лейкоцити щурів �-ї групи 
відрізняються від лейкоцитів щурів 1- та 2-ї груп меншим вмістом арахідонової 
кислоти та більшим вмістом ейкозапентаєнової, докозапентаєнової та докозагек-
саєнової кислот. Кількість ейкозапентаєнової, докозапентаєнової та докозагексає-
нової кислот у них була у 6,2; �,4 і 2,� раза більшою, ніж у лейкоцитах щурів 1-ї 
групи та у 4,2; 4,1 і 2,1 раза більшою порівняно з лейкоцитами щурів 2-ї групи. 
Різниця за арахідоновою кислотою в лейкоцитах щурів �-ї групи не така значна, 
її кількість порівняно з лейкоцитами щурів 1-ї та 2-ї груп менша у 1,6 і 1,2 раза. 
Співвідношення n-6/n-� в лейкоцитах щурів 1-, 2- та �-ї груп: 14,�8; 9,69 і 4,24, тоді 
як у плазмі крові ці показники становлять лише 8,9�; 4,90 і 1,89. Таким чином, 
ліпідний склад раціону впливає на жирнокислотний склад лейкоцитів, що може 
мати значення для регуляції імунної відповіді. 
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ФоРМальДЕГіД МоДУлЮЄ цИТоПРоТЕКТоРнУ
ДіЮ аЗИДоТИМіДИнУ на ТИМоцИТИ ЩУРіВ

ДМиТРеНКО М. П., КІшКО Т. О. 

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: dmitrenko@biochem.kiev.ua

Азидотимідин (АЗТ), як один із нуклеозидних аналогів інгібіторів оборотної 
транскриптази (NARTIs), широко використовується в хіміотерапії хворих на СНІД. 
За тривалого використання АЗТ виникають значні побічні ефекти, які охоплюють 
широкий спектр патологічних змін в організмі та обмежують дози і тривалість ви-
користання цього препарату. 

У пошуку засобів, що ефективно протидіють ускладненням, нашу увагу при-
вернув формальдегід (ФА). Він утворюється у процесі клітинного метаболізму та 
є його регулятором. Існують дані про захисну дію ФА в концентраціях, близьких 
до фізіологічних, на клітини міокарда і головного мозку при ішемічних станах, а 
також за консервації тканин.

У дослідах in vitro на тимоцитах щурів досліджено цитопротекторну дію ФА, 
його донорів (тіопроліну, форміату та уротропіну) на загибель клітин, що індуко-
вана АЗТ. 

У разі нетоксичних для тимоцитів концентрацій (0,05 мМ, 0,1 мМ) формаль-
дегід значно (на 47%) зменшує індуковану АЗТ загибель клітин. З підвищенням 
концентрації формальдегіду його цитопротекторний ефект зменшується, а при 
концентраціях вище 0,4мМ він потенціює цитотоксичну дію азидотимідину. 

Додавання в середовище інкубації тимоцитів акцептора ФА – димедону значно 
знижує як цитопротекторну дію (низьких концентрацій ФА), так і цитотоксичну 
дію формальдегіду (високих концентрацій ФА). 

Тіопролін, форміат і уротропін також виявляють цитопротекторний ефект за 
дії АЗТ, який знімається димедоном.

Таким чином, в умовах цитотоксичної дії азидотимідину, формальдегід та його 
донори (тіопролін, форміат та уротропін) в нетоксичних для клітин концентраціях 
виявляють цитопротекторну дію, яка знімається акцептором ФА – димедоном.

оБМЕн ФоРМальДЕГИДа И оКСИДа аЗоТа 
ПРИ СЕМИКаРБаЗИДноЙ ИнТоКСИКацИИ

ДМиТРеНКО Н. П., шАНДРеНКО С. Г., ПеТРУНь Л. М.,
КишКО Т. О., СиЛОНОВА Н. В., ЛАТышКО Н. В.,

СУшКОВА В. В.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: dmytrenko@biochem.kiev.ua

Все более очевидно, что одним из ведущих патогенетических факторов, фор-
мирующим многие заболевания, является гиперпродукция альдегидов. Альдегиды, 
будучи намного устойчивей, чем АФК, и способными к диффузии через клеточные 
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мембраны, могут осуществлять модификацию нуклеиновых кислот и посттранс-
ляционные необратимые превращения протеинов в конечные продукты гликиро-
вания (AGE) и липоксигенирования (ALE). Среди эндогенных альдегидов форм-
альдегид (ФА) отличается способностью легко образовывать аддукты и сшивки в 
макромолекулах. Метаболизм ФА тесно взаимосвязан с метаболизмом оксида азота 
(NО) через глутатионзависимую формальдегиддегидрогеназу (АДГ�), семикарба-
зидчувствительную аминоксидазу (SSАО), NО-синтазы, метаболизм тиопролина и 
др. Для профилактики и лечения заболеваний, связанных с гиперпродукцией аль-
дегидов, используются ингибиторы синтеза и акцепторы альдегидов. В частности, 
заслуживает внимания семикарбазид, который через карбонильные группы актив-
ных центров ингибирует лизилоксидазу и SSAO, участвующие в метастазировании 
опухолей.

В настоящей работе субхроническое введение семикарбазида использовалось 
для  устранения формальдегида в организме с тем, чтобы выявить взаимосвязь 
между обменами ФА и NO, а также состоянием оксидантно-антиоксидантной сис-
темы. Опыты проведены на белах крысах массой 55–65 г, которые в течение 45 
суток пили воду с 0,075% семикарбазида. Определяли: активность SSAO, каталазы 
и супероксиддисмутазы в тканях легких, сердца и печени; содержание ФА, GSH, 
мочевой кислоты, ПОЛ и ДНК-протеиновые сшивки ядерной фракции, активность 
АДГ� и ксантиноксидазы в ткани печени; ЕПР-спектроскопические характеристи-
ки образцов крови и ткани печени; содержание нитритов, нитратов, мочевины  и 
формиата в крови и моче.

Установлено, что при патологическом состоянии, сформированном под влия-
нием семикарбазида, в организме крыс значительно усиливаются процессы обра-
зования свободных радикалов, активных форм кислорода  и NO  на фоне умень-
шения уровня альдегидов, что связано с акцепторными свойствами семикарбазида, 
а также с  торможением синтеза формальдегида и ускорением его превращения в 
формиат. Результаты исследования также указывают на то, что формальдегид иг-
рает существенную роль в формировании соединительнотканных патологий.

іМУноБіолоГіЧнИЙ СТаТУС КРоВі
ТЕлИць За УМоВ ВИПоЮВаннЯ СоЄВоГо МолоКа

З наТИВноЇ Та ТРанСГЕнноЇ СоЇ

ДОЛАйчУК О. П., ФеДОРУК Р. С., КОВАЛьчУК І. І., ЦАП М. М.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: Dolaychuk@gmail.com

Метою нашої роботи було дослідити імунобіологічний статус крові телиць, 
яким в молочний період випоювали соєве молоко з насіння трансгенної та натив-
ної сої. Для цього було сформовано три групи з новонароджених теличок українсь-
кої червоно-рябої молочної породи, по 8 голів у кожній. Тваринам контрольної 
групи в молочний період випоювали цільне і збиране молоко за прийнятою в 
господарстві схемою. Друга та третя дослідні групи одержували замість збираного 
молока соєве молоко. При цьому телиці другої дослідної групи отримували соєве 
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молоко виготовлене з бобів трансгенної сої, а тварини третьої групи з нативної сої. 
За періодами досліджень від тварин із кожної групи, а саме на 2-му місяці (підго-
товчий період), а також на 4-, 5- і 7-му місяцях життя відбиралися зразки венозної 
крові для біохімічних досліджень. У крові визначали вміст циркулюючих імунних 
комплексів (ЦІК), молекул середньої маси (МСМ), гаптоглобіну, сероглікоїдів, це-
рулоплазміну, фукози, сіалових кислот та гексоз, пов’язаних із протеїнами, а також 
фагоцитарну активність (ФА), фагоцитарний індекс (ФІ), фагоцитарне число (ФЧ) 
лейкоцитів.

Внаслідок досліджень встановлено, що вміст МСМ вірогідно зростає на 16,0 та 
8,2% відповідно у крові тварин ІІ і ІІІ груп порівняно з контролем на 4-му місяці 
випоювання соєвого молока як із нативної, так і трансгенної сої. У наступні періо-
ди дослідження, на 5-му і 7-му місяцях випоювання, концентрація МСМ вірогідно 
зростає у крові тварин ІІ групи, яким випоювали соєве молоко з трансгенної сої 
порівняно з контролем. Концентрація ЦІК впродовж всього періоду дослідження 
була вищою у крові тварин ІІ і ІІІ дослідних груп порівняно до контролю. 

Рівень гаптоглобіну та сіалових кислот залишався на рівні контролю в обох 
дослідних групах. Протягом усього періоду досліджень у крові тварин двох дослід-
них груп спостерігається тенденція до підвищення концентрації гексоз, зв’язаних 
з протеїнами, а на 7-му місяці життя, цей показник вірогідно зростає на 18,8% у 
крові телиць ІІІ групи. Вміст фукози у крові телиць, яким випоювали соєве молоко 
з нативної сої достовірно підвищується на 61% на 5-му місяці життя. На 4-му та 
7-му місяцях життя тварин спостерігається тенденція до підвищення рівня фукози 
у крові телиць обох груп, проте вірогідних змін не спостерігається. Активність це-
рулоплазміну вірогідно підвищується протягом всього періоду досліджень у крові 
тварин обох дослідних груп. Зокрема, даний показник підвищується у крові тва-
рин ІІ групи на 28, 2� та 14% відповідно на �-, 5- і 7-му місяцях життя, в той час як 
у крові телиць ІІІ групи цей показник зростає у 1,2 та 1,1 раза на 5- і 7-му місяцях 
життя відповідно.

Під час визначення ФА лейкоцитів вірогідних змін не спостерігається протя-
гом усього дослідного періоду Проте такі показники як ФІ та ФЧ вірогідно збіль-
шуються на всіх етапах досліджень у крові тварин обох дослідних груп порівняно 
з контролем. Зокрема, ФІ вірогідно вище на 9,2 та 11,8% у тварин, яким випоювали 
соєве молоко із трансгенної сої на 5- та 7-му місяцях відповідно. Тоді як у групі 
тварин, яким випоювали соєве молоко з нативної сої цей показник достовірно 
зростає на 17,8, 1�,4 та 15,7% відповідно на 4-, 5- та 7-му місяцях життя тварин. Фа-
гоцитарне число лейкоцитів достовірно збільшується на 5- та 7-му місяцях життя 
тварин обох дослідних груп порівняно з контролем. 

Одержані результати можуть свідчити про певний вплив соєвого молока на 
стан імунної системи організму телиць. Зокрема, вірогідне підвищення вмісту ЦІК, 
МСМ та тенденція до вищого рівня деяких глікопротеїнів у крові тварин дослід-
них груп може бути спричинене імуномодулюючими властивостями сої. Вірогідне 
збільшення ФІ та ФЧ у крові тварин дослідних груп може свідчити про посилення 
захисних реакцій їхнього організму. Вірогідне підвищення вмісту церулоплазміну 
у крові телиць дослідних груп підтверджує здатність сої посилювати дію антиок-
сидантних ензимів. 
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ВПлИВ СПіРоКаРБонУ Та ПоХіДнИХ
ПіРолоПіРИМіДИнДіоніВ на СПоРіДнЕніСТь

ГЕМоГлоБінУ До оКСИГЕнУ IN VITRO

1ДУДОК К. П., 2РечиЦьКий О. Н., 3шКАВОЛЯК А. В.,
1СиБІРНА Н. О.

1Львівський національний університет імені Івана Франка, Україна;
2Херсонський державний університет, Україна;
3Львівський національний медичний університет

імені Данила Галицького, Україна;
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Відомо, що спіросполуки та похідні піролопіримідиндіонів проявляють висо-
ку біологічну активність. Це було підставою для вивчення впливу таких речовин 
на компоненти системи периферичної крові. Ми досліджували дію in vitro спіро-
карбону (речовина № 1), та дві – похідні піролопіримідиндіонів: 1,6-диметил-4-
феніл-1,2,�,4,5,7 гексагідропіроло-[�,4-е]-піримідиндіон-2,5(1Н) (речовина № 2) і 
1,6-диметил-4-(2-трифлуорофеніл)-1,2,�,4,5,7-гексагідропіроло-[�,4-е]-піримідин-
діон 2,5(1Н) (речовина № �) на активність ензимів антиоксидантного захисту, на 
резистентність еритроцитів до кислотного гемолітика, на стійкість гемоглобіну до 
денатуруючих агентів, його пероксидазну активність та спектральні характеристи-
ки лігандних форм гемоглобіну. Проведені дослідження певною мірою висвітлюють 
вплив речовин № 1, № 2 та № � in vitro на окремі фізико-хімічні та функціональ-
ні властивості еритроцитів і гемоглобіну. Однак відкритим залишається питання 
впливу досліджуваних сполук на функцію гемоглобіну щодо транспорту оксигену. 
У зв’язку з цим  метою роботи було дослідження спорідненості гемоглобіну до ок-
сигену за дії  речовин № 1, № 2 та № � in vitro.

У роботі використовували цільну периферичну кров практично здорових до-
норів. Еритроцитарну масу інкубували у присутності приготованих на ізотонічно-
му розчині NaCl (0,150 М) досліджуваних речовин у співвідношенні 1 : �. Після 
одногодинної інкубації готували гемолізати, використовуючи �,� мМ K,Na-фос-
фатний буфер, рН 7,�6. Спорідненість гемоглобіну до оксигену вивчали методом 
побудови кривих оксигенації цього протеїну. Результати досліджень показали, що 
параметр Р50 становить: для гемолізатів еритроцитів крові здорових донорів �,86–
4,12 кПа, для гемолізатів еритроцитів після інкубації з речовиною № 1 знижується 
до 2,�9 кПа, для гемолізатів після інкубації з речовиною № 2 – до 2,66 кПа, а з ре-
човиною № � – до 2,92 кПа. Отже, одержані дані дозволяють зробити висновок, що 
досліджені в роботі сполуки, очевидно, взаємодіють з протеїновим компонентом 
гемоглобіну, впливаючи, таким чином, на спорідненість останнього до оксигену. 
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ВлИЯнИЕ ГЕРБИцИДоВ РаЗлИЧноЙ
ХИМИЧЕСКоЙ СТРУКТУРЫ на лИПИДнЫЙ

оБМЕн В ПЕЧЕнИ КаРПа

жиДеНКО А. А., МиЩеНКО Т. В., ПОЛеТАй В. Н.

черниговский национальный педагогический университет
им. Т. Г. шевченко, Украина;
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В настоящее время к наиболее опасным химическим загрязнителям водной 
среды относятся пестициды. Печень рыб является главным органом биохимичес-
кой трансформации ксенобиотиков. В связи с этим, целью нашего исследования 
было показать влияние структуры и физических свойств гербицидов на метаболизм 
липидов в печени карпа. Количество рыб – более ста особей, используемые гер-
бициды 2 и 4 ПДК (предельно допустимые концентрации): раундап (0,04 мг/дм�) и 
зенкор (0,2 мг/дм�). Действующее вещество раундапа – глифосат, хорошо раство-
рим в воде (1,2 г в 100 г воды при 25 °С), значение Log P = -2,�6 ± 0,64 доказывает 
высокую скорость его проникновения в организм рыб. Уже на 7-е сутки действия 
раундапа (2 ПДК) у рыб начинается жировая инфильтрация печени, о которой мы 
судим по морфологическим и тканевым ее изменениям. На 14-е сутки экспери-
мента в печени двухлеток карпа происходит увеличение активности липазы в 1,5 
раза, поэтому количество общих липидов возрастает только на 6,9%, хотя присутст-
вуют признаки жирового перерождения печени. На 14-е сутки действия раундапа 
(4 ПДК) наблюдается снижение уровня общих липидов в крови и печени на 6 и на 
6,5% соответственно, но повышение их в желчи на 24,8% за счет количественного 
роста холестерола на 15% и увеличение в 2,�4 раза концентрации жирных кислот. 
Эти результаты свидетельствуют об ускоренном распаде триглицеролов, некрозе 
гепатоцитов. Для зенкора – метрибузина – характерна низкая скорость проник-
новения в организм (Log P = 1,� ± 0,21) и плохая растворимость в воде (0,12 г в 
100 г воды при 20 °С), что отражается на ответной реакции рыб: колбообразном 
изменении формы респираторных ламелл, увеличении дистанции «кровь-среда», 
уменьшении поступления токсиканта. Под действием зенкора (2 ПДК) уровень об-
щих жиров возрастает на 9,5%, активность липазы уменьшается в 2,4 раза. В усло-
виях действия зенкора (4 ПДК) фосфолипиды являются доминирующей липидной 
фракцией, их уровень увеличивается в крови на �5,1%, в тканях печени на 24,5%. 
Рост общего количества липидов в крови (на �0,9%), в печени (на 16,5%), в желчи 
(на �2,9%) не сопровождается значительными структурными изменениями ткани 
печени. Таким образом, высокая скорость проникновения раундапа через жабры в 
кровь и далее в печень затрудняет синтез фосфолипидов вследствие ингибирова-
ния энзимов и, возможно, недостатка холина, что приводит к жировой дистрофии 
и к тотальному некрозу гепатоцитов. Сложность проникновения зенкора через 
жабры задерживает его поступление в печень и способствует формированию дол-
говременной адаптации, выражающейся в преобладающем синтезе фосфолипидов 
для лучшей сохранности структуры печени двухлеток карпа.
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ИЗМЕнЕнИЯ ТРанСМЕМБРанноГо
РаСПРЕДЕлЕнИЯ ФоСФаТИДИлСЕРИна

В ЭРИТРоцИТаХ ЧЕлоВЕКа ПоД ВлИЯнИЕМ ПЭГ-1500:
Роль аТР-ЗаВИСИМЫХ ПРоцЕССоВ

ЗеМЛЯНСКиХ Н. Г., КОФАНОВА О. А., БАБийчУК Л. А.

институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины, Харьков;
e-mail: nzemliansky@gmail.com

Одной из особенностей плазматических мембран эукариотических клеток яв-
ляется ассиметричное трансмембранное распределение фосфолипидов. Различные 
воздействия химической и физической природы, способные индуцировать струк-
турные и функциональные изменения мембран, могут привести к нарушению ас-
симетрии липидного бислоя и экспонированию фосфатидилсерина (ФС) на поверх-
ности клетки. 

Цель работы состояла в оценке влияния экзоцеллюлярного криопротектора 
ПЭГ-1500 на перераспределение ФС, а также изучении роли АТР-зависимых про-
цессов в регуляции липидной ассиметрии в мембранах эритроцитов в условиях 
экспонирования в криопротекторной среде. Экстернализацию ФС на поверхнос-
ти эритроцитов оценивали по связыванию клетками аннексина V-FITC методом 
проточной цитометрии (FACS Calibur, Becton Dickenson). Было установлено, что в 
присутствии ПЭГ-1500 происходит трансмембранное перераспределение ФС. Пос-
ле 1 часа инкубирования количество клеток, экспонирующих ФС на поверхности 
мембраны, составляет 12 ± �%, а спустя 24 часа – увеличивается до 40 ± 5%. Не-
смотря на возможность нарушения ассиметрии липидного бислоя эритроцитов в 
присутствии ПЭГ-1500, трансмембранное распределение фосфолипидов контроли-
ровалось АТР-зависимыми энзимами. Ингибирование ванадатом АТР-зависимых 
реакций двукратно увеличивает экспонирование ФС на поверхности эритроцитов.

Выявленная в ходе исследования картина ассиметричного трансмембранного 
распределения ФС свидетельствует о возможности формирования дефектов в клет-
ках на этапе инкубирования их с ПЭГ-1500, предшествующем замораживанию.

МЕТаБоліЧні ПРоцЕСИ У КРоВі
ПоРоСЯТ За ДіЇ ХРоМУ

ІСКРА Р. Я.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: ruslana_iskra@inenbiol.com.ua

Метою роботи  було дослідити метаболічні процеси у крові поросят �–5-мі-
сячного віку за дії хрому – есенціального мікроелемента для тварин, дія якого в 
організмі в основному пов’язана з впливом на секрецію інсуліну. 

Дослідження проведено на поросятах великої білої породи. Тваринам дослідної 
групи, на відміну від контрольної, протягом 2 місяців додавали 400 мкг хрому на 
кг комбікорму у вигляді неорганічної сполуки CrCl�⋅6Н2О. 
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Проведені дослідження показали, що згодовування поросятам комбікорму з 
добавкою хрому зумовлювало зростання концентрації інсуліну в плазмі крові в 
2,5 раза, порівняно із вмістом його у контрольній групі. Це свідчить про стимулю-
ючий вплив хрому на синтез інсуліну в організмі тварин. У той же час, у поросят 
дослідної групи зниження концентрації глюкози свідчить про гіпоглікемічну дію 
хрому. Одержані дані підтверджують зв’язок між метаболізмом глюкози і продук-
цією інсуліну в підшлунковій залозі поросят, оскільки цей моносахарид є основ-
ним стимулятором синтезу інсуліну.

Встановлено, що концентрація гідропероксидів і ТБК-активних продуктів у 
плазмі крові поросят дослідної групи у 5-місячному віці в 1,� раза менша, ніж у 
поросят контрольної групи (Р < 0,01). Ці дані свідчать про інгібуючий вплив підви-
щеного рівня хрому в раціоні поросят на пероксидне окислення ліпідів в організ-
мі, що обумовлено опосередкованою дією інсуліну на продукцію кортизолу. У той 
же час, хром стимулююче впливає на антиоксидантний захист організму, про що 
свідчить зростання в крові поросят дослідної групи  активності супероксиддис-
мутази в 1,4 раза (Р < 0,05), каталази в 1,1 раза, глутатіонпероксидази в 1,1 раза та 
концентрації відновленого глутатіону в 1,2 раза. Крім того, у плазмі крові поросят 
дослідної групи за дії хлориду хрому зростає вміст вітаміну Е в 1,5 раза (Р < 0,01), 
що у свою чергу захищає поліненасичені жирні кислоти в ліпідах клітинних мем-
бран від пероксидного окислення. 

Кількість поліненасичених жирних кислот у плазмі крові свиней дослідної 
групи (С20:�, С20:4, С22:2, С22:4, С22:6) вірогідно більша (Р < 0,05), ніж у свиней конт-
рольної групи, що свідчить про підвищення активності ензимів, які каталізують 
десатурацію лінолевої і ліноленової кислот в організмі свиней.

Отже, доданий до комбікорму поросят хром у дозі 400 мкг/кг стимулює сек-
рецію інсуліну в організмі, підвищує вміст вітаміну Е, поліненасичених жирних 
кислот у плазмі, активність ензимів антиоксидантної системи та інгібує пероксид-
не окислення ліпідів у крові.

ДоСліДЖЕннЯ оСоБлИВоСТЕЙ КільКіСноГо
РоЗПоДілУ КаТалаЗИ Та аСКоРБіноВоЇ КИСлоТИ
В РоСлИнаХ цИБУлі РіПЧаСТоЇ СоРТУ «ВЕСЕлКа»

КАЗНАчЄЄВА М. С.
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ім. В. К. Винниченка, Україна; 
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Актуальність дослідження полягає в недостатньому вивченні динаміки змін 
залежності активності антиоксидантів від типу та функціональної здатності тка-
нин, рівня фотопродукції, а також від стадії онтогенезу рослини. 

Метою роботи було дослідити особливості розподілу основних антиоксидантів 
у рослинному організмі, дати кількісну оцінку їхньої активності. 

В експериментах використовували рослини цибулі ріпчастої сорту «Веселка» 
(середня група стиглості, продуктивності, стійкості до хвороб). Для біохімічного 
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аналізу відбирали верхівки пера, поперечний переріз середини пера, луски цибулі-
ріпки, стрілки, квітки (на стадії цвітіння), корені, насіння в стані спокою та при 
ініціації процесу проростання. Досліджували активність каталази (титриметрія за 
Бахом і Зубковою) та рівень малонового діальдегіду (спектрофотометрично).

Встановлено: 1) найвища активність каталази спостерігається у фото-
ситезуючих перах цибулі (�,41 ± 0,01 мкмоль/хв на 1 мг протеїну, для верхів-
ки пера та 2,14 ± 0,0� мкмоль/хв на 1 мг протеїну для середини пера), най-
нижча – в стрілці (0,24 ± 0,02 мкмоль/хв на 1 мг протеїну) та коренях 
(1,08 ± 0,04 мкмоль/хв на 1 мг протеїну); 2) активність каталази квітки цибулі у 
фазі цвітіння (2,47 ± 0,0� мкмоль/хв на 1 мг протеїну) в 1,� раза вища, ніж у лусках 
цибулі-ріпки (1,96 ± 0,02 мкмоль/хв на 1 мг протеїну); �) квітки цибулі мають най-
вищий вміст аскорбінату (2,11 ± 0,05 ммоль/кг), що в 19,2 раза вищий, ніж у коре-
нях (0,11 ± 0,01 ммоль/кг), в 2,7 раза вищий, ніж у стрілці (0,79 ± 0,0� ммоль/кг) 
та в 4,2 раза перевищує показники для лусок цибулі-ріпки (0,50 ± 0,01 ммоль/кг); 
вміст аскорбінату середини пера цибулі (1,79 ± 0,0� ммоль/кг) в 2,� раза більший, 
ніж верхівки пера (0,79 ± 0,02 ммоль/кг); 4) ініціація проростання підвищує ак-
тивність каталази в 1,2 раза (4,18 ± 0,02 мкмоль/хв на 1 мг протеїну) порівняно зі 
станом спокою (�,6� ± 0,0� мкмоль/хв на 1 мг протеїну), а вміст аскорбінату – в 
1,� раза (0,06 ± 0,004 та 0,08 ± 0,005 ммоль/кг відповідно).

Одержані дані дозволяють дійти висновків: 1) фотосинтезуючі органи рослин 
цибулі ріпчастої характеризуються посиленою активністю каталази та найбільшим 
вмістом аскорбінової кислоти; 2) активність каталази значно вища в тих органах 
рослини, клітини яких активно діляться; 4) ініціація процесу проростання прямо-
пропорційно пов’язана з посиленням антиоксидантної ланки. 

СТан ПРооКСИДанТно-анТИоКСИДанТноЇ
СИСТЕМИ цИБУлі РіЗнИХ За РіВнЕМ

СТіЙКоСТі СоРТіВ

1КАЗНАчЄЄВА М. С., 2ЦеБРжиНСьКий О. І.

1Кіровоградський державний педагогічний університет
ім. В. К. Винниченка, Україна;
e-mail: kazna4eeva@gmail.com;

2Миколаївський державний університет
ім. В. О. Сухомлинського, Україна;

e-mail: tsebrzhinsky@mail.ru

Посилене утворення активних форм кисню хлоропластами, пероксисомами 
мікросомальних та плазматичних мембран, цитозолем і клітинною стінкою рос-
лин, що зумовлює потужну активність антиоксидантів є недостатньо вивченим.  

Метою роботи було дослідити особливості стану прооксидантно-антиоксидант-
ної системи (ПАС) стійких та нестійких до хвороб сортів цибулі ріпчастої, дати 
кількісну оцінку основних її показників; порівняти значення показників стану 
ПАС для фотосинтезуючих органів та тих, що не здійснюють фотопродукцію.
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У дослідах використовували поперечний зріз пера та лусок рослин цибулі сорту 
«Глобус» (високостійкий до хвороб) та «Донецька золотиста» (малостійкий сорт). 
Досліджували активність каталази, концентрацію аскорбінату, вміст МДА (фоно-
вий, стимульований та приріст), рівень та джерела генерації супероксиду (фоновий 
та стимульований НСТ-тест). 

Було встановлено: 1) активність каталази в перах цибулі «Глобус» (�,40 ± 0,02 
мкмоль/хв на 1 мг протеїну) в 1,8 раза вища, ніж у «Донецької золотистої» 
(1,89 ± 0,01 мкмоль/хв на 1 мг протеїну), а в лусках цибулі-ріпки – в 1,4 раза 
(2,�4 ± 0,0� та 1,72 ± 0,04 мкмоль/хв на 1 мг протеїну); 2) вміст аскорбінату в 
перах цибулі «Глобус» (1,9� ± 0,0� ммоль/кг) є в 1,12 раза вищим, ніж «Донець-
кої золотистої» (1,72 ± 0,04 ммоль/кг), в лусках ріпки – в 1,7 раза (0,66 ± 0,01 та 
0,�9 ± 0,01 ммоль/кг відповідно); �) для пера цибулі нестійкого сорту характерний 
менший фоновий рівень МДА, але значно вищий його приріст (МДА0 = 10,9 ± 
0,54 мкмоль/кг, ∆МДА = 1�� ± 1%), ніж для стійкого сорту (МДА0 = 19,78 ± 2,1� 
мкмоль/кг, ∆МДА = �9 ± 7%) в лусках цибулі-ріпки, ніж у фотосинтезуючих пе-
рах, для цибулі-ріпки характерна зворотна закономірність: МДА0 = 22,52 ± �,75 
мкмоль/кг, ∆МДА = �2±5% для стійкого сорту, та МДА0 = 47,7 ± 2,28 мкмоль/кг, 
∆МДА = 21 ± 4% – для нестійкого; 4) показники фонового та стимульованого 
рівня генерації ●О2

- цибулі сорту «Глобус» складають 0,247±0,008 нмоль ●О2
-/г⋅с та 

0,264 ± 0,00� нмоль ●О2
-/г⋅с відповідно, для «Донецької золотистої» – 0,201 ± 0,010 

та 0,222 ± 0,001 нмоль⋅О2
-/г⋅с.

Одержані дані дозволяють дійти висновків: 1) стійкість сорту пов’язана з поси-
ленням обох ланок прооксидантно-антиоксидантного балансу; 2) фотосинтезуючі 
органи рослин характеризуються посиленим утворенням АФК, тому виявляють 
потужніший антиоксидантний захист порівняно з органами, що не здійснюють 
фотопродукцію. 

РЕГУлЯціЯ МЕТаБоліЧнИХ ПРоцЕСіВ У ТРаВноМУ
ТРаКТі ГЕКСоЗанаМИ Й СоРБЕнТаМИ

1КАЛАчНюК Л. Г., 1,2МІК-САБАТ М. Я., 2БАРАН М.,
1-3САВКА О. Г., 1КАЛАчНюК Г. І.

1Львівський національний університет ветеринарної медицини
та біотехнологій ім. С. З. Ґжицького, НДІ біотехнологічних 

основ підвищення продуктивності тварин, Львів;
2Інститут фізіології тварин Словацької АН, Кошице;

3Інститут фізіології і генетики тварин чеської АН, Прага

Мета роботи – з’ясувати доцільність застосування гексозанів у поєднанні з 
кліноптилолітом (Кл) для регуляції метаболічних процесів у травному тракті тва-
рин. Показано, що манани в цекальному середовищі вірогідно підвищують про-
дукцію пропіонату (С�) і бутирату (С4) на тлі вірогідного зниження С5-С6 жирних 
кислот (ЖК) та активності інулінази, а фруктани у поєднанні з Кл – суму летких 
ЖК, С�, активність ензимів інулінази, целюлази і пектинази за зниження рівнів 
рН, С5-С6-ЖК і NH4

+. Інулін також використовується цекальною мікробною попу-
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ляцією переважно як джерело енергії і пластичного матеріалу, а манани – ще й як 
своєрідні регулятори мікробного метаболізму. Рослинний фруктан (інулін) та мік-
робний (леван) неоднаково утилізуються клітинами різних мікробних асоціацій 
рубця. У фракції бактеріальної асоціації знаходиться більше клітин, які швидше 
утилізують леван, ніж інулін. Амонієгенез залежить від швидкості деградації азо-
товмісних сполук і вуглеводів.

ВіДноВлЕннЯ МЕТаБоліЧнИХ ПРоцЕСіВ
У КліТИнаХ ПЕЧінКИ За РоЗВИТКУ

алКоГольінДУКоВаноГо ГЕПаТоСТЕаТоЗУ

1,2КАЛАчНюК Л. Г., 1-3СиДІР-БАСАРАБ І. М., 2МеЛьНичУК Д. О.,
1,2КАЛАчНюК Г. І.

1Львівський національний університет ветеринарної медицини
та біотехнологій ім. С. З. Ґжицького, НДІ біотехнологічних 

основ підвищення продуктивності тварин, Львів;
2Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;

3Інститут фізіології і генетики тварин чеської АН, Прага

Мета роботи – одержати нові дані з досліджень внутрішньоклітинного мета-
болізму в гепатоцитах за дії алкоголю та нових біопротекторів. Встановлено, що 
під впливом алкоголю відбуваються зміни структурно-функціонального стану ге-
патоцитів: вірогідно знижується активність мікросомної ензимнометаболізуючої 
системи, алкогольдегідрогенази, ацетальдегіддегідрогенази, супероксиддисмутази 
і каталази у разі підвищення концентрації триацилгліцеролів, холестеролу, мало-
нового діальдегіду та активності ліпогенних ензимів – малік-ензиму, глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази і 6-фосфоглюкоуронатдегідрогенази. Це вказує на розвиток 
алкогольіндукованого гепатостеатозу, що підтверджується відхиленнями у крові та 
живій масі. Застосування фосфоліпідвмісних препаратів рослинного і тваринно-
го походження наближає наведені показники до фізіологічної норми. Найвищий 
ефект відновлення спостерігається за застосування ліпосомної біологічно активної 
добавки “LP FLP-MD”, виготовленої на основі  фосфоліпідів молока. 
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ФУнКціональні ЕФЕКТИ
МоноКлональнИХ анТИТіл 8Е8, оДЕРЖанИХ

ПРоТИ ПРоТЕЇнаЗо-аКТИВоВаноГо РЕцЕПТоРа
ТРЕТьоГо ТИПУ, на КліТИнИ ЕнДоТЕліЮ

МіКРоСУДИн Та В-ліМФоцИТИ 

КАЛАшНиК О. М., ЛиХМУС О. ю., ПеТРОВА ю. І.,
МиХАЛОВСьКА Л. І., СКОК М. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
школа фармації та біомолекулярних наук Брайтонського

університету, Велика Британія

Антитіла до рецепторів клітин є потужним інструментом для дослідження екс-
пресії рецептора в живих клітинах та клітинних екстрактах. Крім того, такі анти-
тіла, зв’язуючись з рецептором живої клітини, можуть симулювати або запобігати 
дії ліганду. Об’єктом наших досліджень є протеїназо-активовані рецептори (ПАР� 
та ПАР1), які активуються «прив’язаним лігандом», що вивільнюється під час 
розщеплення самого рецептора тромбіном. In vitro дія «прив’язаного ліганду» може 
бути імітована активаційним пептидом із відповідною послідовністю. Вважається, 
що ПАР� не може самостійно генерувати внутрішньоклітинні сигнали, а працює 
як корецептор ПАР1 чи ПАР4. Нами створено моноклональні антитіла 8Е8 (мАТ 
8Е8) проти послідовності �1–47, що містить сайт щеплення ПАР� тромбіном, які 
чинили тромбіноподібний ефект на клітини гібридоми. Метою представленої ро-
боти було з’ясувати функціональні ефекти цих антитіл на активовані В-лімфоцити 
та ендотеліальні клітини судин, взаємодія яких з тромбіном відіграє суттєву роль 
під час розвитку запалення і атеросклерозу. 

Дослідження проводили на В-лімфоцитах миші, виділених із селезінки магніт-
ним сортингом за маркером CD45R (B220), та на клітинах лінії HPMEC-ST1.6R, 
яка походить з ендотелію мікросудин людини. Методом проточної цитофлуори-
метрії за допомогою мАТ 8Е8 та поліклональних антитіл проти послідовності 1-160 
ПАР1 (АТ ПАР1) показано, що обидва типи клітин несуть на поверхні як ПАР�, 
так і ПАР1. 

Тромбін пригнічує проліферацію свіжевиділених В лімфоцитів як самих по 
собі, так і активованих антитілами проти CD40. МАТ 8Е8 зменшують пригнічу-
вальну дію тромбіну і самі чинять активуючий ефект, сприяючи проліферації і 
бласттрансформації В-лімфоцитів. АТ ПАР1, навпаки, відтворюють дію тромбіну 
та посилюють її у разі сумісного додавання. Згідно з результатами сандвіч-ІФА, 
ПАР� фізично зв’язаний з IgM у мембрані В-лімфоцитів. Можна припустити, що 
мАТ 8Е8 екранує сайт щеплення ПАР� тромбіном, а також зумовлює димериза-
цію ПАР�, генеруючи IgM-залежний та ПАР1-незалежний активаційний сигнал в 
В-лімфоцитах.

В клітинах HPMEC-ST1.6R тромбін стимулює продукцію інтерлейкінів 6 i 
8 (IL-6 і IL-8) та представлення на поверхні молекул васкулярної міжклітинної 
адгезії VCAM-1. Вплив мАТ 8Е8 на продукцію IL-6 і 8 подібний до впливу тром-
біну та активаційного пептиду ПАР1 SFLLRN (Р1), але значно перевищує їх за 
абсолютним значенням. Як показано проточною цитофлуориметрією з антитілами 
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проти VCAM-1 та ІCAM-1, експресію VCAM-1, крім тромбіну та мАТ 8Е8, сти-
мулюють також АТ ПАР1 та Р1, в той час як експресія ІCAM-1 зростає тільки 
під час інкубації клітин з мАТ 8Е8 або активаційним пептидом ПАР� TFRGAP. 
Дійшли висновку, що в клітинах HPMEC-ST1.6R ПАР� і ПАР1 функціонують у 
тандемі. Продукція цитокінів і експресія VCAM-1 регулюється через ПАР1, за 
участю ПАР� як корецептора, в той час як експресія ICAM-1 контролюється ПАР� 
без участі ПАР1. 

В цілому, одержані дані свідчать про те, що мАТ 8Е8  є функціонально актив-
ними. Зв’язування їх з ПАР� генерує потужний внутрішньоклітинний сигнал, що 
приводить до активації В-лімфоцитів та продукції прозапальних цитокінів і екс-
пресії молекул міжклітинної адгезії ендотеліальними клітинами HPMEC-ST1.6R. 
Разом це сприяє розвитку запалення і руху лейкоцитів по поверхні ендотелію судин.

ВПлИВ МіДі на аКТИВніСТь ГлУТаТіонЗалЕЖнИХ
ЕнЗИМіВ У КРоВі ЩУРіВ

КАЛІНІН І. В., САС М. А.

Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;
e-mail: ikalin@rambler.ru

Сучасне загострення екологічної ситуації є однією з найважливіших проблем, 
що обумовлює необхідність вивчення механізмів адаптації живих організмів до 
важких металів, як найнебезпечніших забруднювачів. У тканинах організму мідь 
виконує роль каталізатора життєво важливих процесів, незважаючи на її низьку 
концентрацію. Як за недостатньої, так і за надлишкової концентрації міді, в ор-
ганізмі тварин розвиваються порушення метаболічних процесів. При довготрива-
лому надходженні міді в організм небезпеку можуть представляти хронічні інток-
сикації, оскільки мідь виявляє виражені кумулятивні властивості. Слід зазначити, 
що оцінка ризику для тварин і людини, пов’язаному з дією міді та її сполук, 
ускладнені за рахунок її ролі як мікроелемента. Метаболічні процеси в організмі 
отруєних щурів пов’язані з активацією ензимів біотрансформації ксенобіотиків. 
Глутатіон та зв’язані з ним ензимні системи прямо або опосередковано беруть 
участь у функціонуванні різних ланок детоксикації.

Метою дослідження було вивчення впливу міді сірчанокислої на активність 
глутатіонпероксидази (ГП), глутатіонтрансферази (ГТ) та вмісту відновленого глу-
татіону (GSH) в сироватці крові щурів.

Дослідження проводили на базі кафедри біохімії, якості та безпеки сільсько-
господарської продукції ім. акад. М. Ф. Гулого та Української лабораторії якості 
і безпеки продукції АПК. Об’єктом проведених досліджень були білі лаборатор-
ні щури, експеримент проводився протягом �0 днів. Отруєння тварин проводили 
згідно із загальноприйнятими методами. Вміст міді визначали у крові на атомно-
абсорбційному спектрофотометрі AAS-�0 (Німеччина). Визначали активність ГП, 
ГТ і концентрацію відновленого глутатіону.

Одержані дані свідчать, що рівень міді після отруєння щурів вірогідно збіль-
шується у крові в півтора раза. Проведені нами дослідження показали, що інтокси-
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кація міді сульфатом призводить до зниження активності ГП та ГТ у крові щурів 
відповідно на �8 і 41% порівняно з інтактними тваринами. Концентрація GSH 
зменшується у 2 рази в сироватці крові отруєних щурів відносно контролю. 

Таким чином, одержані результати можуть вказувати на зниження функціо-
нальної активності антиоксидантної системи захисту організму та допомогти у по-
шуку нових ефективних засобів для захисту живого організму за дії ксенобіотиків. 

ТЕСТУВаннЯ МЕМБРанноГо ПоТЕнціалУ
МіТоХонДРіЙ іЗ ВИКоРИСТаннЯМ МоДЕлі 
ПЕРМЕаБіліЗоВанИХ КліТИн МіоМЕТРіЯ

КАНДАУРОВА Н. В., БАБІч Л. Г., шЛиКОВ С. Г.,
КОСТеРІН С. О.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;

e-mail: natanau@rambler.ru

Мембранний потенціал мітохондрій відіграє вирішальну роль у забезпеченні 
обміну іонів Са як у самих цих органелах, так і в клітинах в цілому. Отже, подаль-
ше розширення  методів тестування  мітохондріального потенціалу є актуальним 
питанням. Використання моделі пермеабілізованих клітин для дослідження мем-
бранного потенціалу мітохондрій має низку суттєвих переваг порівняно з фрак-
цією ізольованих мітохондрій: досліджуються всі клітинні популяції мітохондрій і, 
що найважливіше, мітохондрії вивчаються в їхньому природному оточенні.

Метою даної роботи було відпрацювання методу тестування трансмембранно-
го потенціалу мітохондрій на моделі пермеабілізованих клітин міометрія. Експе-
рименти проводили на проточному цитометрі COULTER EPICS XLTM (Beckmam 
Coulter, США) з використанням потенціалчутливого флуоресцентного зонда 
TMRM (tetramethylrhodaminemethyl ester, λзбуд. = 488 нм, λфл. = 590 нм).

Тестування відносних значень мембранного потенціалу мітохондрій здійсню-
вали в середовищі інкубації наступного складу: 20 мМ HEPES (рН = 7,4), 125 мМ 
KCl, 25 мМ NaCl, 5 мМ сукцинат, 2 мМ Pi (у вигляді K+-фосфатного буфера, 
pH = 7,4); 0,1 мг/мл дигітонін.

Флуоресцентний зонд TMRM досить швидко навантажується у мітохондрії. 
Так, клітини, що навантажувались зондом протягом �, 5 та �0 хв, мають однаковий 
рівень флуоресценції. За зміни концентрації TMRM в діапазоні від 20 до 200 нМ, 
спостерігається лінійна залежність інтенсивності флуоресценції від концентрації 
зонда. Додавання протонофора СССР спричинює швидке падіння інтенсивності 
флуоресценції зонда, що обумовлюється дисипацією мітохондріального потенціалу.

Також показано, що мембранний потенціал мітохондрій є стабільним у часі. 
Інтенсивність флуоресценції зонда TMRM знаходиться на стаціонарному рівні про-
тягом часу реєстрації (10 хв) і швидко спадає за додавання протонофора СССР.

Проведено дослідження впливу азиду натрію та іонів Са на мембранний по-
тенціал мітохондрій. Показано, що дані ефектори призводять до дисипації мем-
бранного потенціалу мітохондрій.
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Таким чином, відпрацьовано умови для проведення досліджень трансмем-
бранного потенціалу мітохондрій на моделі пермеабілізованих клітин міометрія з 
використанням проточного цитометра та флуоресцентного зонда. 

МЕТоД оПРЕДЕлЕнИЯ СоДЕРЖанИЯ
ПРолИна, ТИоПРолИна, нИТРоЗоПРолИна
И нИТРоЗоТИоПРолИна В БИолоГИЧЕСКоМ
МаТЕРИалЕ ПРИ ПоМоЩИ ТонКоСлоЙноЙ

ХРоМаТоГРаФИИ И ФлУоРИМЕТРИИ

КАПУСТЯНеНКО Л. Г., ОВчАРеНКО В. и., ДМиТРеНКО Н. П.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: dmytrenko@biochem.kiev.ua

Пролин и тиопролин являются циклическими аминокислотами, которые лег-
ко нитрозируются и выводят оксид азота из организма, выступая, таким образом, 
как акцепторы NO, экранирующие организм от его токсического действия. 

Существующие методы мониторинга подобных процессов дорогостоящи и не 
всегда доступны в рядовых лабораториях. Разработан простой и чувствительный 
метод определения в едином эксперименте содержания пролина, тиопролина, нит-
розопролина и нитрозотиопролина в биологическом материале при помощи тонко-
слойной хроматографии и флуориметрии. Метод основан на принципе разделения 
дансилпроизводных аминокислот при помощи двухмерной ТСХ. При определе-
нии нитрозопролина и нитрозотиопролина для получения их дансилпроизводных 
разработана методика предварительного денитрозилирования этих соединений на 
пластине при помощи жесткого УФ-излучения. Подобраны системы для разде-
ления аминокислот и условия предварительной подготовки биологического мате-
риала. Флуориметрию проводили при λex = �40 нм, λem = 520 нм (Biotek FLx800, 
США). Экспериментальные данные были обработаны общепринятыми методами 
вариационной статистики с использованием t-критерия Стьюдента. Общая чувст-
вительность метода ограничивается  чувствительностью стандартной методики 
проведения ТСХ дансилированных производных и составляет 1×10-10 М. Метод 
обладает воспроизводимостью ±�% для обычных аминокислот и ±5% – для их 
нитрозопроизводных.

С помощью разработанного метода нами было определено содержание проли-
на, тиопролина, нитрозопролина и нитрозотиопролина в печени крыс в условиях 
одноразового (200 мг/кг) и субхронического (0,075%-й раствор семикарбазида в те-
чение 45 суток) введения перорально семикарбазида, который связывает альдегиды 
и может вызывать существенные изменения в функции энзимов с карбонильным 
активным центром и в состоянии соединительной и костной ткани. Показано, что 
в первом случае содержание пролина, тиопролина и нитрозотиопролина возраста-
ет, а во втором – содержание пролина и нитрозопролина уменьшается, а нитрозо-
тиопролина возрастает в 1,7–2 раза, что соответствует повышению концентрации 
нитритов и нитратов в образцах сыворотки крови и моче. 
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ДИФЕРЕнціЙні ФУнКціЇ РіЗнИХ СУБТИПіВ
ніКоТИноВИХ ацЕТИлХоліноВИХ РЕцЕПТоРіВ

В аКТИВаціЇ В-ліМФоцИТіВ

КОВАЛь Л. М., ЛиХМУС О. ю., СКОК М. В.,
КОМІСАРеНКО С. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: lkoval@biochem.kiev.ua 

Нікотинові ацетилхолінові рецептори (нАХР) відіграють важливу роль у функ-
ціонуванні клітин імунної системи. Наші попередні дослідження показали, що 
В-лімфоцити миші експресують α4β2/β4, α7 і α9α10 субтипи нАХР, кількість яких 
змінюється у процесі їхнього диференціювання та розвитку. Ці субтипи нАХР та-
кож залучені в регуляцію активації В-лімфоцитів та гуморальної імунної відповіді, 
однак детальні функції їх та механізми дії залишаються невідомими.

Методом протокової цитофлуориметрії нами було визначено, що співвідно-
шення різних субтипів нАХР на зрілих В-лімфоцитах детерміновано генетично: 
так, селезінки мишей лінії Balb/c містили достовірно більше α7-позитивних B-лім-
фоцитів, тоді як всі інші субодиниці були краще представлені у мишей C57Bl/6J, 
вибраних нами для подальших досліджень. Активація свіжевиділених В-лімфо-
цитів антитілами проти CD40 призводить до підвищення зв’язування α4-, β2- і 
α7-специфічних, але не α9- або β4-специфічних антитіл, визначаючи α7 і α4β2 як 
основні субтипи, залучені в активацію В-лімфоцитів. Кількість α7 нАХР також 
збільшувалась після імунізації мишей цитохромом с. 

На відміну від клітин м’язів та автономних гангліїв, функціонування нАХР 
в лімфоцитах не очевидно пов’язано з функціонуванням іонного каналу, а скорі-
ше полягає в регуляції діяльності інших рецепторів. Щоб визначити потенцій-
них партнерів нАХР у В-лімфоцитах, ми провели дослідження з інтерференції 
антитіл методом протокової цитофлуориметрії, а також сандвіч-аналіз безпосе-
реднього зв’язку різних субтипів нАХР з відомими рецепторами В-лімфоцитів. 
Було показано, що зв’язуванню CD40-специфічних антитіл перешкоджали α7- або 
α9-специфічні антитіла, тоді як зв’язуванню IgM- або CD2�-специфічних антитіл 
перешкоджали α4-, β2- або β4-специфічні антитіла. За даними сандвіч-аналізу, α7 
і α9 нАХР виявились зв’язаними з CD40, а α4β2/β4 нАХР – з BCR (IgM) і FcεRII 
(CD2�). Відповідно, СD40-опосередкована мітогенна відповідь В-лімфоцитів знач-
но підсилюється за впливу метиллікаконітину і холіну (лігандів α7 нАХР), але 
майже не змінюється за впливу епібатидину та дигідро-β-еритроїдину (лігандів 
α4β2/β4 нАХР). Одержані дані було підтверджено in vivo. У мишей, імунізованих 
цитохромом с у присутності метиллікаконітину, первинна імунна відповідь, опосе-
редкована IgM, розвивається значно швидше порівняно з мишами, імунізованими 
лише цитохромом с. При цьому блокування α7 нАХР на впливає на переклю-
чення синтезу імуноглобулінів з IgM на IgG, що було показано на В-лімфоцитах, 
стимульованих in vitro анти-CD40 та інтерлейкіном-4 у присутності/за відсутності 
лігандів нАХР. 

Одержані результати свідчать про те, що α4β2/β4 і α7 субтипи нАХР скоопе-
ровані з різними рецепторами зрілих В-лімфоцитів і, відповідно, регулюють різні 
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функції цих клітин. α7 нАХР сполучені з CD40 і контролюють мітогенний сиг-
нальний шлях, але не впливають на переключення синтезу класу імуноглобулінів. 
З В-клітинним рецептором сполучені α4β2/β4 нАХР і, вірогідно, регулюють опосе-
редковані ним сигнальні події. 

СТан ВільноРаДИКальноГо оКИСлЕннЯ
Та аКТИВніСТь СИСТЕМИ анТИРаДИКальноГо

ЗаХИСТУ В оВаРіЕКТоМоВанИХ ЩУРіВ
З МЕТаБоліЧнИМ СИнДРоМоМ 

КОЗАР В. В., УСТеНКО Н. В. 

Державна установа «Інститут проблем ендокринної патології 
ім. В. Я. Данилевського АМН України», Харків; 

е-mail: admin@ipep.com.ua

Важливу роль у формуванні та/або прискоренні розвитку ускладнень, харак-
терних для метаболічного синдрому (МС), особливо за умов поєднання з дефіци-
том естрогенів, відіграє оксидативний стрес, характерними ознаками якого є по-
рушення в системі вільнорадикального окислення (ВРО). Тому становило певний 
інтерес дослідити зміни ВРО та ензиматичної ланки антирадикального захисту 
(АРЗ) в оваріектомованих щурів із метаболічним синдромом.

Метою роботи було визначити спрямованість та ступінь змін процесів ВРО та 
системи АРЗ у щурів з МС на тлі дефіциту естрогенів.

Гіпоестрогенію відтворювали шляхом двусторонньої оваріектомії у статево-
зрілих щурів-самиць під легким ефірним наркозом. Модель метаболічного синд-
рому індукували шдяхом хронічного введення �0%-го розчину сахарози з питною 
водою (ВВД - високовуглеводна дієта). Групи тварин: 1 – інтактний контроль; 
2 – оваріектомовані щури («оваріектомія»); � – оваріектомовані щури, які отри-
мували �0%-й розчин сахарози («оваріектомія + ВВД + плацебо»). Загальна три-
валість експерименту – 7 тижнів. Визначали вміст дієнових кон’югатів (ДК) і ТБК-
активних продуктів та активності каталази в печінці, селезінці, тимусі, загальну 
окислювальну (ЗОА) та антиокислювальну (ЗАА) активність плазми крові, рівень 
церулоплазміну, ДК у сироватці крові, активність СОД та каталази в еритроцитах 
у щурів із МС на тлі гіпоестрогенії.

Дослідження показали, що вміст ДК у печінці, селезінці, тимусі, ТБК-актив-
них продуктів у селезінці значуще не змінюється в жодній із піддослідних груп 
тварин. Проте, рівень ТБК-активних продуктів у печінці є вірогідно зниженим у 
групах «оваріектомія» та «оваріектомія + ВВД + плацебо» порівняно з інтактним 
контролем (Р < 0,05), що свідчить про певні порушення обмінних процесів у печін-
ці. У тимусі цей показник є підвищеним у групі «оваріектомія + ВВД + плацебо» 
порівняно з інтактними тваринами (Р < 0,05). У даному разі МС сприяє деякій 
інтенсифікації окисних процесів у тимусі.

Дослідження ЗОА плазми крові, яку оцінюють за накопиченням у модельній 
системі кінцевого продукту пероксидного окислення ліпідів – МДА, показали, що 
лише у тварин групи «оваріектомія» спостерігається зниження цього показника 
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по відношенню до інтактного контролю (відповідно �4,7 ± �,1 проти 50,2 ± 4,6%, 
0,05 < Р < 0,1). Тобто, гіпоестрогенія є основним чинником зниження ЗОА крові, 
оскільки наявність МС на тлі дефіциту естрогенів додатково не впливає на зазна-
чені показники. Визначення загальної антиокислювальної активності в експери-
ментальних тварин не встановило вірогідних змін у жодній із піддослідних груп. 

Стосовно ензимів антиоксидантної системи та рівня ДК у сироватці крові віро-
гідних змін в жодній із груп не спостерігали, за винятком зниження активності 
каталази в селезінці у групі «оваріектомія»у вигляді тенденції (0,05 < Р < 0,1).

Таким чином, можна констатувати, що дефіцит естрогенів, у тому числі і в 
поєднанні з МС, обумовили зміни показників ВРО. Слід також зазначити, що на-
явність МС в умовах гіпоестрогенії посилює дисбаланс процесів ВРО у тканинах.

ДоСліДЖЕннЯ МЕТаБоліЗМУ 14С-ніКоТИнаТУ
Та аКТИВноСТі іЗоФоРМ МалаТДЕГіДРоГЕнаЗИ

і алКоГольДЕГіДРоГЕнаЗИ У ТКанИнаХ
ЩУРіВ ПіСлЯ оДноРаЗоВоГо

РЕнТГЕніВСьКоГо оПРоМінЕннЯ

КОКОшКІНА О. О., ЗАПОРОжчеНКО О. В.

Одеський національний університет ім. І. І. Мечникова, Україна;
e-mail: sana332@ukr.net

Метою роботи було вивчення  вмісту метаболітів 14С-нікотинату та активності 
електрофоретичних ізоформ NAD-залежних дегідрогеназ у тканинах щурів після 
одноразового рентгенівського опромінення їх.

Дослідження проведено на 72 щурах лінії Вістар. 1-а група тварин – конт-
рольна, 2-ій групі – внутрішньом’язово вводили нікотинову кислоту (НК) в дозі 
10 мг/кг маси, тварин �-ї групи піддавали рентгенівському опромінюванню (РО) 
в дозі 6 Гр (апарат РУМ – 17), 4-й групі – вводили НК в дозі 10 мг/кг маси тіла 
і опромінювали в дозі 6 Гр (РО+НК). У першій серії експериментів (48 тварин) 
через 1 та 6 год у цитозольній і мітохондріальній фракціях печінки, тонкого ки-
шечника, нирок та мозку щурів визначали активність електрофоретичних ізоформ 
(ЕФІ) малатдегідрогенази (МДГ) і алкогольдегідрогенази (АДГ). У другій серії екс-
периментів щурам всіх зазначених груп (24 тварини) вводили внутрішньом’язово 
14С-НК (загальна активність 0,1 мКu (�7 мБк), удільна активність 4,2 ГБк/ммоль) 
в дозі 1 мг/кг маси тварини. Через 6 годин за допомогою радіохроматографічного 
методу вивчали вміст нікотинату, NAD+NADP, NADH+NADPH і нікотинурової 
кислоти у тканинах. Аналізом електрофореграм встановлено модифікуючу дію РО 
на ЕФІ МДГ і АДГ у тканинах щурів, яка зумовлює як зміну їхньої активності 
залежно від часу і виду тканини, так і появу нових ізоформ. За дії РО і НК спос-
терігали зміни активності окремих ЕФІ ензимів у тканинах щурів через 1 і 6 год 
експерименту. Введення НК не виявляє істотного впливу на рівень суми відновле-
них нікотинамідних коензимів, у разі поєднання з РО сприяє значному зростан-
ню рівня суми NADH+NADPH в мозку, тонкому кишечнику і печінці, сприяючи 
збільшенню відновного потенціалу тканин. 
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Таким чином, наявність більшої кількості ЕФІ МДГ і АДГ у тканинах щурів у 
різні строки експерименту після РО і введення НК може бути зумовлена модифі-
куючою дією радіаційного впливу, а відносне збільшення у тканинах вмісту суми 
відновлених нікотинамідних коензимів дозволяє рекомендувати НК як радіопро-
текторний засіб.

ДіЯ СЕлЕноВМіСноЇ БіоМаСИ ДРіЖДЖіВ
Phaffia rhodozyma на оРГаніЗМ ЩУРіВ

КОЛІСНиК Г. В., КАМІНСьКА М. В., БОРеЦьКА Н. І.,
НечАй Г. І., ГУРАЛь С. В.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: hv_kolisnyk@ukr.net

У зв’язку з частим порушенням збалансованості антиоксидантної та проок-
сидантної систем в організмі людини і тварин виникла потреба в пошуку спо-
собів захисту клітин від пошкоджуючої дії вільнорадикального окислення. Рані-
ше нами показано антиоксидантну дію біомаси каротиносинтезувальних дріжджів 
P. rhodozyma за розвитку оксидативного стресу в щурів. Аналіз даних літератури 
дозволяє зробити припущення, що у разі збагачення біомаси цих дріжджів селеном 
може виявитися синергічна дія таких антиоксидантів, як каротиноїди та селен. 

Метою роботи було селекціонувати селенорезистентні штами дріжджів 
P. rhodozyma та з’ясувати вплив добавки біомаси таких штамів дріжджів до корму 
на окремі показники системи антиоксидантного захисту в щурів в умовах оксида-
тивного стресу, індукованого тетрахлорметаном.

Нами одержано групу мутантів дріжджів P. rhodozyma, які акумулюють значно 
вищу кількість селену, ніж селенорезистентні штами дріжджів S. cerevisiae. За на-
явності селену 7,5 мг/л середовища вміст селену у клітинах дріжджів P. rhodozyma 
і S. cerevisiae досягає відповідно 118 і 55 мкг/г.

Добавки біомаси дріжджів Р. rhodozyma, яка містила 2 мкг селену/г сухої маси, 
до раціону щурів знижують спричинене тетрахлорметаном зростання концентрації 
дієнових кон’югатів у печінці щурів у �,6 раза, ТБК-активних продуктів – на 18%, 
а карбонільних груп протеїнів – на 54%. При дослідженні ензимів-антиоксидантів 
у печінці інтоксикованих тварин, яких утримували на раціонах із добавкою біо-
маси дріжджів P. rhodozymа, не виявлено вірогідних змін в активності каталази, 
а активність глутатіонпероксидази зростає на 70% порівняно з тваринами стрес-
контролю. Введення в раціон селенізованої біомаси дріжджів P. rhodozymа змен-
шує токсичну дію тетрахлорметану на організм щурів, про що свідчить зниження 
активності аланінамінотрансферази та аспартатамінотрансферази у плазмі крові 
порівняно з інтоксикованими тваринами.

Порівняльний аналіз показників пероксидного окислення ліпідів, протеїнів та 
ензимів системи антиоксидантного захисту дозволяє дійти висновку, що введення 
в раціон інтоксикованих тетрахлорметаном щурів біомаси дріжджів P. rhodozyma, 
яка містить 2 мкг селену/г сухої маси, виявляє кращу захисну дію, ніж згодовуван-
ня неселенізованої біомаси цих дріжджів. 
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СалИцИлоВаЯ И ЯнТаРнаЯ КИСлоТЫ
ПоВЫШаЮТ аКТИВноСТь анТИоКСИДанТнЫХ

ЭнЗИМоВ И ТЕПлоУСТоЙЧИВоСТь
ПРоРоСТКоВ ПРоСа 

КОЛУПАеВ ю. е., ЯСТРеБ Т. О., КАРПеЦ ю. В. 

Харьковский национальный аграрный университет
им. В. В. Докучаева, Украина; 
e-mail: plant_biology@mail.ru 

Салициловая и янтарная кислоты (СК, ЯК) ныне используются в практике 
растениеводства для повышения урожайности и устойчивости сельскохозяйствен-
ных растений к стрессорам. Способность СК повышать устойчивость растений к 
стрессорам связывают с ингибированием каталазы, что вызывает временное на-
копление в клетках пероксида водорода и активацию сигнальных путей, приводя-
щих к формированию адаптивных реакций. ЯК рассматривается как миметик СК, 
также способный ингибировать каталазу (Тарчевский и др., 1999). В то же время 
имеются сообщения, что каталаза многих видов растений ингибируется лишь не-
физиологическими концентрациями этих кислот (Rao et al., 1997). При этом пред-
полагается участие других энзимных систем в реализации эффектов СК и ЯК. 

На момент начала нашей работы отсутствовали исследования, в которых бы 
сравнивалось влияние СК и ЯК в условиях in vitro и in vivo на активность клю-
чевых энзимов, причастных к регуляции содержания активных форм кислорода 
в клетках – супероксиддисмутазы (СОД), каталазы и пероксидазы – в связи с 
индуцированием устойчивости растений к абиотическим стрессорам. Это и оп-
ределило цель нашей работы – изучить влияние обработки семян проса (Panicum 
miliaceum L., сорт Константиновское) растворами СК и ЯК на теплоустойчивость 
проростков и активность в них СОД, каталазы и пероксидазы. 

Под действием СК и ЯК, применяемых для обработки семян в концентраци-
ях от 10 мкМ до 1 мМ, отмечалось увеличение активности всех трех энзимов в 
4–5-суточных проростках и повышение их теплоустойчивости. В условиях in vitro 
(при добавлении к экстракту энзимов) СК и ЯК увеличивали активность СОД, 
незначительно ингибировали каталазу и не влияли на активность пероксидазы. 
При этом предобработка семян СК и ЯК в определенных концентрациях вызыва-
ла заметное повышение теплоустойчивости проростков и уменьшала накопление 
в них тиобарбитуратактивных продуктов пероксидного окисления липидов после 
повреждающего нагрева. Предполагается, что данный эффект связан с активацией 
антиоксидантной системы. 
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оСоБлИВоСТі оКСИДаТИВноГо СТРЕСУ
В УМоВаХ ПоЄДнаноЇ ДіЇ ФТоРИСТоЇ
інТоКСИКаціЇ Та МалИХ ДоЗ РаДіаціЇ

1КОНиК У. В., 2КОЗАК Л. П.

1Національний медичний університет
ім. О. О. Богомольця, Київ, Україна;

2Львівський національний медичний університет
імені Данила Галицького, Україна;

e-mail: konykm@ukr.net

Метою нашої роботи було виявити особливості оксидативного стресу у разі 
бінарної дії фтористої інтоксикації та малих доз радіації.

Для досліджень використовували білих щурів масою 160–180 г. Бінарну дію 
моделювали шляхом чотириразового опромінення тварин по 0, 25 Гр з використан-
ням приладу «Агат» (джерело 60Со) на четвертому тижні перорального введення 
натрію фториду в дозі 10 мг на 1кг маси. Визначали вміст малонового діальдегіду 
(МДА), активність ензимів антиоксидантного захисту, пероксидний гемоліз ерит-
роцитів, вміст метаболітів оксиду азоту,  вміст молекул середньої маси у сироватці  
крові.

Встановлено, що поєднана дія фтористої інтоксикації та малих доз радіації 
призводить до зниження у крові, відносно контрольних величин, вмісту проміж-
них продуктів ліпопероксидації – МДА (на 17,7%). Одночасно у крові відміче-
но зменшення активності супероксиддисмутази (на 21,1%), каталази (на 29,8%), 
глутатіонпероксидази у 2,7 раза стосовно контролю. Сумісний вплив радіації та 
фтористої інтоксикації виявляється у підвищенні рівня молекул середньої маси 
на �5,2% відносно контролю; у збільшенні гемолізу еритроцитів на 87%. Вміст про-
дуктів оксиду азоту – нітрит-іонів у мозку зменшений на �1,55% відносно контро-
лю, що вказує на зниження адаптаційних резервів організму.

Зниження рівня МДА на фоні пригнічення активності ензимів антиоксидант-
ного захисту за сумісної дії досліджуваних чинників ми пов’язуємо з виснаженням 
пулу оксигеназних реакцій. Така метаболічна ситуація, виявлена за бінарної дії 
фтористої інтоксикації та малих доз радіації, полягає у виснаженні пулу оксигеназ-
них реакцій, зростанні ендогенної інтоксикації і є прогностично несприятливою, 
характерною ланкою розвитку оксидативного стресу.

Таким чином, корекція за бінарної дії екологічних екстремальних чинників 
має бути спрямована на підтримання балансу пероксидних та антиоксидантних 
процесів через адекватну інтенсифікацію окисних реакцій і засвоєння енергії у 
процесі формування нових стаціонарних рівнів.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї



195ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

аКТИВніСТь ПРоліФЕРаціЇ Та МоРФолоГіЯ
КліТИн КаРцИноМИ ГЕРЕна В УМоВаХ ДіЇ

РЕніЙ – ПлаТИноВоЇ СИСТЕМИ

1КОНОНОВА Г. С., 2АНТОНюК С. В., 1шТеМеНКО Н. І.

1Дніпропетровський національний університет імені Олеся Гончара, Україна;
2Міський онкологічний центр, Дніпропетровськ, Україна;
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Дослідження протипухлинних властивостей кластерних сполук ренію з ор-
ганічними лігандами показали, що деякі сполуки ренію виявляють ефективну 
антипроліферативну активність у моделі пухлинного росту (карцинома Герена 
Т-8), підсилюють дію цис-платину з одночасним зниженням його токсичності 
[Anticancer Research 2007, Dalton Transaction 2009]. Для з’ясування механізму дії 
металоорганічних сполук ренію та платини необхідним є дослідження морфоло-
гічних змін клітин пухлини, що відбуваються за гальмування росту новоутворень. 
Метою роботи було вивчення інтенсивності проліферації пухлини під дією системи 
реній–платина (Re–Pt) та морфологічних змін пухлинної тканини у цих дослідах. 
Експеримент проводили на білих щурах лінії Вістар віком 2–� місяці, вагою 100–
180 г, яким було трансплантовано пухлину Т-8. Введення комплексів ренію прово-
дили за схемою антиоксидантної терапії. Вивчалися динаміка росту новоутворень, 
морфологічні показники пухлинної тканини, проводилось імуногістохімічне вив-
чення зразків за допомогою антитіл до PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). 
З’ясовано, що введення більшості сполук ренію окремо призводить до гальмування 
пухлинного росту до 60%. У разі застосування системи Re–Pt відбувається значне 
пригнічення росту пухлини (до 1� разів порівняно з цис-платиновою групою), яке 
за введення комплексів ренію з тетраізобутиратними лігандами та цис-платином у 
ліпосомній формі та тетраацетатодифосфатного комплексу ренію та цис-платину у 
вигляді наночастинок сягало близько 50 разів. При цьому в цис-платиновій групі 
спостерігалася поява багатоядерних гігантських клітин (20–�0% пухлинних клі-
тин), кількість яких у разі використання системи Re–Pt знижувалась на 9�–95%. 
Застосування системи Re–Pt призводить до зменшення полів некрозу на 98% та 
патологічних мітозів на 20–25% порівняно з контролем, зменшення ділянок ослиз-
нення приблизно на 50%, збільшення кількості апоптотичних клітин у 2–5 разів. 
Кількість PCNA-позитивних клітин у препаратах Т-8 становить 90–98% у разі 
застосування системи Re–Pt їхня кількість знижувалася до 77%. Виявлена про-
ліферативна активність гігантських клітин. Отже, використання системи Re–Pt 
призводить до деструкції пухлинної тканини, зміни її морфологічних показників, 
які вказують на виражені ознаки лікувального патоморфозy.
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5′-нУКлЕоТИДаЗна аКТИВніСТь ГЕПаТоцИТіВ
і КаРцИноМИ ГЕРЕна ЩУРіВ, ПоПЕРЕДньо
оПРоМінЕнИХ МалИМИ ДоЗаМИ РаДіаціЇ

КОПиЛьчУК Г. П., БУчКОВСьКА І. М.

чернівецький національний університет
імені юрія Федьковича, Україна;
e-mail: ivannabuchkovska@mail.ru

Мета роботи – дослідити 5′-нуклеотидазну активність у клітинах печінки та 
карциноми Герена щурів-пухлиноносіїв на фоні їхнього попереднього фракціоно-
ваного опромінення малими дозами радіації.

У клітинах злоякісного новоутворення щурів-пухлиноносіїв динаміка 5′-нук-
леотидазної активності змінюється в міру росту пухлини, досягаючи максималь-
них значень на термінальних етапах канцерогенезу. У групі тварин із карциномою 
Герена, трансплантованою на фоні попереднього фракціонованого опромінення 
малими дозами радіації, досліджувана ензиматична активність 5′-нуклеотидази 
досягає максимальних значень на логарифмічній стадії росту пухлини, перевищую-
чи аналогічні показники неопромінених пухлиноносіїв у 2 рази. У період стаціо-
нарного росту та метастазування пухлини попереднє опромінення малими дозами 
призводить до зниження нуклеотидазної активності, що зумовлено посиленням гі-
поксії та некротичних процесів неоплазми на термінальних етапах канцерогенезу.

У гепатоцитах щурів-пухлиноносіїв впродовж усього експериментального пе-
ріоду має місце підвищення нуклеотидазної активності із досягненням максималь-
них значень на стаціонарній стадії пухлинного росту, що, очевидно, не стільки 
пов’язано з компенсаторно-пристосувальними функціями печінки, скільки реп-
резентує вплив пухлини на організм. У клітинах печінки попередньо опроміне-
них щурів на латентній стадії росту неоплазми відбувається вірогідне підвищення 
5′-нуклеотидазної активності, яке нівелюється на термінальних етапах канцерогенезу.

Отже, ріст карциноми Герена в організмі тварин, попередньо опромінених ма-
лими дозами радіації, характеризується зниженням нуклеотидазної активності в 
гепатоцитах на логарифмічній та стаціонарній стадіях на фоні активації досліджу-
ваної активності в клітинах новоутворення в період посиленого росту неоплазми. 
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СТРУКТУРно-ФУнКціональнИЙ СТан
ХРоМаТИнУ Та СИСТЕМ ЕнЕРГоЗаБЕЗПЕЧЕннЯ
КліТИн ПЕЧінКИ ПоПЕРЕДньо оПРоМінЕнИХ 

ПУХлИноноСіЇВ
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Мета роботи – вивчення структурно-функціонального стану хроматину та 
систем енергозабезпечення клітин печінки щурів із карциномою Герена, транс-
плантованою на фоні попереднього тотального фракціонованого низькодозового 
опромінення. 

Дія двох потужних пошкоджуючих чинників на організм, якими є низько-
дозове фракціоноване опромінення та канцерогенез, виражається в поглибленні 
процесів розбалансування функціонування мітохондріального геному та систем 
енергозабезпечення клітин печінки порівняно з групою неопромінених тварин-
пухлиноносіїв, починаючи вже з латентної стадії росту карциноми Герена. 

Посилена генерація супероксиданіону спричинює зміни молекулярних струк-
тур мітохондрій, що виявляються в підвищенні рівня фрагментації і ампліфікації 
дефектної мтДНК, інтенсифікації процесів окислювальної деструкції та фракцій-
ному перерозподілі продуктів мітохондріальної трансляції, що супроводжується 
змінами ензиматичної активності сукцинатдегідрогенази та АТР-ази. За таких 
умов дихальний ланцюг мітохондрій стає потужним продуцентом активних форм 
кисню, які, ймовірно, виступають у ролі тригерного фактора в запуску порушень 
структурно-функціональної організації хроматину клітин печінки. 

За умов збільшення продукування активних форм кисню в печінці щурів по-
силюються процеси окислювальної деструкції ядерних протеїнів порівняно з пух-
линоносіями, які не зазнавали впливу радіації. Це супроводжується активацією 
гістоноспецифічної протеїнази, підвищенням рівня фрагментації ядерної ДНК та 
зниженням її матричної активності.

Отже, ріст карциноми Герена на фоні попереднього опромінення організму ма-
лими дозами радіації супроводжується порушеннями структурно-функціонально-
го стану хроматину та систем енергозабезпечення клітин печінки, вже починаючи 
з латентної стадії онкогенезу.
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ДИнаМіКа РіВнЯ ЕнДоГЕннИХ БРаСИноСТЕРоЇДіВ
За ДіЇ нИЗьКИХ ТЕМПЕРаТУР
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1ДеРеВ’ЯНчУК М. В., 2ЛиТВІНОВСКА Р. П., 2ХРиПАч В. А.
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2Інститут біоорганічної хімії НАН Білорусі, Мінськ;
e-mail: khripach@iboch.bas-net.by

Брасиностероїди (БС) – унікальний клас високоактивних полігідроксильних 
стероїдних гормонів рослин. Позитивний фізіологічний вплив БС на відміну від 
інших гормонів виявляється у значно нижчих – наномолярних – концентраціях. 
Подібно до стероїдних гормонів у тварин БС регулюють ключові процеси росту 
і розвитку в рослин. Останнім часом акцент біологічного впливу БС зміщується 
на їхню роль в адаптаційних реакціях рослин. Було встановлено, що за стресових 
чинників середовища БС індукують експресію цілої низки генів, продуктами яких 
є протеїни теплового шоку, антиоксидантні системи, компоненти фотосинтетич-
ного апарату. Зниження рівня ендогенних брасиностероїдів методами генетичної 
інженерії – «вимикання» гена, залученого до їхнього біосинтезу, призводить до 
редукованого фенотипу рослин. Наше дослідження присвячене аналізу динаміки 
рівня ендогенних БС у процесі адаптації рослин до дії низьких температур як ме-
ханізму регуляції метаболізму.

Проведений нами аналіз БС у різних тканинах рослин кукурудзи виявив знач-
ний вміст БС в ендоспермі і зародку насіння і порівняно незначну кількість у 
проростках. За дії холодового стресу у проростках рослин на порядок збільшується 
рівень ендогенних БС. Підвищений рівень БС спостерігається упродовж всього 
експерименту – сім діб низькотемпературного стресу. Максимум зростання рівня 
БС (у двадцять разів) зафіксований на сьому добу. Аналіз вмісту різних брасино-
стероїдів методами імуноцитохімії в загальній фракції БС виявив значне зростан-
ня (у тридцять разів) гомобрасиноліду вже на першу добу низькотемпературного 
стресу. Менш значним було зростання рівня епібрасиноліду, брасиноліду та інших 
лактонів. Наведені дані свідчать про важливу роль брасиностероїдів в адаптації 
рослин до низьких температур. Біосинтез БС імовірно пов’язаний з регуляцією і 
адаптацією метаболізму клітин у відповідь на дію стресорного чинника. 

Робота виконана при підтримці Фонду фундаментальних досліджень України 
(грант №Ф29.4/019) і Білоруського республіканського фонду фундаментальних до-
сліджень (грант № Х07К-045). 

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї



199ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

УЧаСТь ПРоТЕЇнКінаЗИ С В РЕГУлЯціЇ
ПРоцЕСУ ЗаХоПлЕннЯ ГлУТаМаТУ нЕРВоВИМИ 

ЗаКінЧЕннЯМИ ГолоВноГо МоЗКУ ЩУРіВ
В УМоВаХ ЗМінЕноЇ ГРаВіТаціЇ

КРиСАНОВА Н. В., СІВКО Р. В., БОРиСОВА Т. О.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: tborisov@biochem.kiev.ua

L-глутамат є одним з основних збуджуючих медіаторів в ЦНС. В той же час, 
тривале підвищення його позаклітинної концентрації може призвести до розвитку 
глутаматної нейротоксичності, що виникає внаслідок надмірної стимуляції рецеп-
торів та призводить до загибелі нейронів. Таким чином, підтримання позаклітин-
ної концентрації глутамату на низькому рівні є надзвичайно важливим. Єдиним 
шляхом швидкого видалення  нейромедіатору з позаклітиної рідини є його погли-
нання клітинами за участю високоафінних Na+-залежних глутаматних транспор-
терів. Швидка регуляція активності транспортерів глутамату здійснюється за раху-
нок зміни поверхневої експресії їх на плазматичній мембрані, що може відбуватися 
за участю протеїнкінази С.

Раніше нами було показано, що після гіпергравітаційного навантаження ак-
тивність транспортерів глутамату зменшується, що може бути спричинене змен-
шенням їх кількості на плазматичній мембрані. Тому метою роботи було дослідити 
можливість участі протеїнкінази С в регуляції активності транспортерів глутамату 
в умовах гіпергравітації. З використанням радіоізотопних методів було проаналізо-
вано вплив інгібіторів протеїнкінази С (GF 109 20�X та бісіндолілмалеіміду II) на 
захоплення L-[14C]глутамату синаптосомами. 

Інкубація з GF 109 20�X призводить до зменшення захоплення приблизно на 
15% в контрольних синаптосомах та майже не впливає на захоплення в синапто-
сомах після гіпергравітації. У контролі початкова швидкість захоплення глутама-
ту у присутності інгібітора знижується з 2,5 ± 0,2 до 2,17 ± 0,1 нмоль/хв на 1 мг 
протеїну, в той час як після гіпергравітації цей показник знижується з 2,05 ± 0,1 
до 2,04 ± 0,1 нмоль/хв на 1 мг протеїну. Схожий ефект призводить і вплив бісін-
долілмалеіміду II, який знижує початкову швидкість захоплення L-[14C]глутамату 
в контролі до 2,0 ± 0,1 нмоль/хв на 1 мг протеїну (Р ≤ 0,05), а після гіпергравіта-
ції початкова швидкість у присутності інгібітора навіть незначно підвищується до 
2,08 ± 0,1 нмоль/хв на 1 мг протеїну. Таким чином, зміни поверхневої експресії 
глутаматних транспортерів на плазматичній мембрані, що відбуваються за участю 
протеїнкінази С, можуть спричинювати зменшення активності транспортерів глу-
тамату після впливу гіпергравітації.
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аКТИВаціЯ ПРЕСИнаПТИЧнИХ ГлУТаМаТнИХ
РЕцЕПТоРіВ СТИМУлЮЄ ГаМКЕРГіЧнУ

нЕЙРоТРанСМіСіЮ Та УТВоРЕннЯ аКТИВнИХ
РаДИКаліВ КИСнЮ

КРУПКО О. О., ТАРАСеНКО А. С., ГІММеЛьРейХ Н. Г.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: olya_krupko@mail.ru

Наша робота спрямована на дослідження подій, які відбуваються в нервовій тер-
міналі внаслідок активації пресинаптичних глутаматних рецепторів. З цією метою 
після додавання агоністів глутаматних рецепторів (глутамату, каїнату та НМДА) 
оцінювали вивільнення гальмівного нейромедіатору ГАМК і генерацію активних 
форм кисню (АФК). Як інструменти дослідження було використано �[H]-ГАМК і 
АФК-чутливий флуоресцентний барвник дихлорфлуоресцеїн діацетат. Робота про-
водилась на ізольованих нервових закінченнях із гіпокампу та кори мозку щурів.

Результати експериментів показали, що глутамат, каїнат та НМДА дозозалеж-
но стимулюють вивільнення [�Н]-ГАМК із нервових терміналей, після чого спос-
терігається зворотнє захоплення нейромедіатору. Такий характер відповіді вказує 
на те, що вивільнення ГАМК відбувається з везикулярного пулу, тобто внаслідок 
Са2+-залежного екзоцитозу.

Збільшення рівня секреції ГАМК може бути пов’язане безпосередньо із входом 
Са2+ внаслідок активації іонотропних глутаматних рецепторів чи з подіями, що 
опосередковані змінами внутрішньоклітинної концентрації Са2+, зокрема з гене-
рацією АФК. Відомо, що активація нейрональних глутаматних рецепторів ініціює 
розвиток різних подій, включаючи вхід катіонів та активацію NO-синтази і утво-
рення супероксиду, що є необхідною умовою розвитку довготривалої потенціації. 
Як показано нами, за активації пресинаптичних рецепторів відбувається також 
стимуляція процесу утворення АФК. За допомогою специфічних агоністів (каїнату 
та НМДА) продемонстровано, що активація як  каїнатних, так і НМДА-рецеп-
торів призводить до підсилення генерації АФК. В обох випадках цей ефект попере-
джається додаванням відповідних антагоністів (CNQX та APV). Цей процес зале-
жить від іонів Са2+ і у разі видалення Са2+ з зовнішнього середовища підсилення 
генерації АФК не спостерігалося.

Са2+-залежна генерація АФК у нервових терміналях може забезпечуватись мі-
тохондріями і/або NADP-оксидазою. Для з’ясування, який з цих шляхів задіяний 
в активації пресинаптичних глутаматних рецепторів, було використано різні енер-
гетичні субстрати та неспецифічний блокатор NADP-оксидази дифеніленіодоніум 
хлорид (DPI). Результати досліджень свідчать, що в активації каїнатних рецеп-
торів, на відміну від НМДА, як основне джерело АФК виступає NADP-оксидаза.

Таким чином, активація пресинаптичних глутаматних рецепторів спричинює 
стимуляцію вивільнення ГАМК та Са2+-залежну генерацію АФК. Виявлено, що 
активація різних типів глутаматних рецепторів ініціює різні механізми утворення 
АФК: NADP-оксидаза задіяна у разі каїнатного типу рецепторів і не бере участі в 
НМДА-індукованій генерації АФК.
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ВлИЯнИЕ ДИолоВ на СВоБоДноРаДИКальноЕ
оКИСлЕнИЕ лИПИДоВ СПЕРМЫ ПТИц

ПРИ ГИПоТЕРМИИ

1ЛиННиК Т. П., 1ОВСЯННиКОВ С. е., 1МАРТыНюК и. Н.,
2НиКиТчеНКО ю. В., 3ТеРеЩеНКО А. В.

1институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины, Харьков;
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 2Харьковский государственный университет
им. В. Н. Каразина, Украина;

3институт птицеводства УААН, п. Борки,
Харьковская обл., Украина

Цель исследования – определить степень влияния диолов, используемых в ка-
честве криопротекторов, на свободнорадикальное окисление липидов спермы пе-
туха и индюка при хранении in vitro.

Использована сперма петухов и индюков коллекционных пород возрастом 10–
12 месяцев. После эякуляции сперму петухов и индюков, разбавленную раствором 
глюкозы (�20 мОсмоль), выдерживали 24 часа при 0 °С. Определяли содержание 
вторичных (гидропероксиды липидов (ГПЛ) и конечных (основания Шиффа) про-
дуктов переокисления ненасыщенных жирных кислот, активность глутатионпер-
оксидазы  в образцах спермы петуха и индюка (109 клеток в мл) общепринятыми 
методами  после инкубации в течение �0 мин при 20 °С с этиленгликолем (ЭГ), 
1,2-пропандиолом (1,2-ПД) и 2,�-бутандиолом. Параллельно оценивали подвиж-
ность и количество сперматозоидов с поврежденной мембраной на конфокальном 
микроскопе Obzerver. Z1, окрашивая клетки пропидиум иодидом.

Установлено, что интенсивность свободнорадикального окисления (СРО) липи-
дов в сперме индюка выше, чем в сперме петуха, а содержание ГПЛ на 25% больше, 
оснований Шиффа выше в 2,5 раза. Липиды сперматозоидов индюка содержат 84% 
фосфолипидов, 16% холестерола, петуха – 72 и 20% соответственно. Отношение 
полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) n = 6/n = � в сперме индюка ниже, 
чем в сперме петуха (9 и 16,8 соответственно), но содержание ПНЖК с n = 9 в 2,5 
раза выше. Видимо, это обусловливает более высокую текучесть и активность СРО 
липидов в мембранах сперматозоидов индюка. Активность глутатионпероксидазы 
в мембранах сперматозоидов индюка на �5% также выше, что согласуется с извест-
ными данными литературы.

Инкубация спермиев петуха и индюка с криопротекторами приводит к изме-
нению всех изученных характеристик СРО липидов их мембран. При применении 
в качестве криопротекторов ЭГ, 1,2-ПД и 2,�-БД наблюдается уменьшение содер-
жания ГПЛ в сперме петуха, повышения активности глутатионпероксидазы не 
выявлено. В сперме индюка только под влиянием ЭГ и 2,�-БД отмечена такая же 
закономерность, но под влиянием 1,2-ПД содержание ГПЛ повышается. Содержа-
ние оснований Шиффа при инкубации с ЭГ и 1,2-ПД в сперме петуха и индюка 
по сравнению с контролем не изменяется, существенные отклонения наблюдаются 
только в присутствии 2,�-БД. Подвижность сперматозоидов петуха после инкуба-
ции с диолами уменьшается и одновременно увеличивается количество клеток с 
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поврежденными мембранами в следующей последовательности: ЭГ>1,2-ПД>2,�-БД, 
а у сперматозоидов индюка в последовательности: ЭГ > 2,�-БД > 1,2-ПД, что со-
гласуется со степенью влияния изученных диолов на СРО липидов спермы петуха 
и индюка.

Обсуждается возможный механизм действия диолов на СРО липидов спермы 
птиц, обусловленного как физико-химическими свойствами веществ, в частнос-
ти их мембранотропностью, проницаемостью в клетки и способностью влиять на 
транспорт других молекул через мембрану, так и особенностями липидного соста-
ва мембран и метаболизма сперматозоидов петуха и индюка.

ВПлИВ МЕлаТонінУ на ліПіДИ КіСТКоВоЇ
ТКанИнИ ДоРоСлИХ ЩУРіВ

1ЛІТОВКА І. Г., 2ВеСеЛьСьКий С. П., 1БеРеЗОВСьКий В. Я.,
1ЗАМОРСьКА Т. М., 3ВеСеЛьСьКА Л. П.

1Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ;
e-mail: litir@biph.kiev.ua;

2Інститут фізіології ім. Петра Богача КНУ
імені Тараса шевченка, Україна;

e-mail: SPVESEL@ukr.net;
3ДУ «Науковий центр радіаційної медицини АМН України», Київ

Відомо, що мелатонін – основний гормон епіфізу активно впливає на фізіо-
логічну регенерацію кісткової тканини. Він регулює циркадні ритми метаболізму 
в кістковій тканині, модулює процес диференціації остеобластів та остеокластів, 
сприяє мінералізації матриксу у культурі, посилює синтез колагенових та некола-
генових протеїнів органічного матриксу кістки.

Ліпіди є важливою складовою сполучної тканини. Проте їхня роль у мінералі-
зації кісткової тканини вивчена недостатньо. Зокрема, це стосується ролі протеї-
ново-ліпідних комплексів у процесах остеогенезу, в утворенні ядер кристалізації. 
Мета цієї роботи дослідити вплив екзогенного мелатоніну на якісний і кількісний 
склад ліпідів та їхні фракції у кістковій тканині дорослих щурів.

Досліди тривалістю 28 діб виконано у весняний період на 40 щурах-самцях 
лінії Вістар віком 11 та 15 місяців. Тваринам досліджуваних груп перорально у дозі 
1 мг/кг маси тіла вводили 1 мл водної суспензії мелатоніну (Unipharm Inc., США) о 
17.00, тобто у той час, коли його фізіологічна концентрація була мінімальною. Кон-
трольним щурам у той самий час вводили еквівалентну кількість дистильованої 
води. У кістковій тканині визначали загальні ліпіди та їхні фракції за допомогою 
тонкошарової хроматографії.

Ліпідні фракції у стегновій кістці контрольних 11-місячних щурів розподіля-
лися наступним чином: 28% припадало на загальні фосфоліпіди, �1% – на загаль-
ний холестерол, 20% – на тригліцероли і 21% – вільні жирні кислоти. Співвідно-
шення між цими фракціями у загальному пулі ліпідів дорівнювало 1,1:1,2:0,8:0,9. 
За порівняння даних контрольної і дослідної груп тварин цього віку було виявлено 
вірогідне підвищення концентрації фосфоліпідів на 19%, зниження вмісту загаль-
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ного холестеролу і вільних жирних кислот відповідно на 22,4 і 2�,0%. Зміна вмісту 
загального холестеролу відбувається за рахунок вільного холестеролу, концентра-
ція якого знижується на 26% (Р < 0,05) відносно контрольних значень. Все це 
призводить до перерозподілу ліпідних фракцій у кістковій тканині досліджуваної 
групи тварин. �5% припадає на загальні фосфоліпіди, 25% – на загальний холесте-
рол, 22% – на тригліцероли і 18% – вільні жирні кислоти. Відповідно змінюється 
і співвідношення між ліпідними фракціями як 1,4:1,0:0,9:0,7. 

У контрольних 15-місячних щурів розподіл ліпідних фракцій відбувається на-
ступним чином: ��% припадає на загальні фосфоліпіди, �0,4% – на загальний хо-
лестерол, 18,5% – на тригліцероли і 18,1% – вільні жирні кислоти або 1,�:1,2:0,8:0,7. 
Спрямованість змін ліпідних фракцій у 15-місячних щурів після впливу мелатоні-
ну така сама, що і в 11-місячних тварин. Але ліпідні фракції в загальному пулі 
ліпідів розподіляються дещо по-іншому, а саме: �8% припадає на загальні фос-
фоліпіди, 28% – на загальний холестерол, 19% – на тригліцероли і 15% – вільні 
жирні кислоти або 1,5:1,1:0,7:0,6. 

Одержані нами дані свідчать, що після впливу екзогенного мелатоніну у 11- і 
15-місячних тварин зростає концентрація загальних фосфоліпідів. Це забезпечує 
умови для підвищення здатності фосфоліпідів приєднувати кальцій та інші катіо-
ни, посилює зв’язок між полярними ліпідами і протеїном, забезпечує повноцінне 
функціонування кісткової тканини.

ПоРіВнЯннЯ ВПлИВУ КСЕноБіоТИКіВ
на РоЗВИТоК drosophila melanogaster Та ЇХніЙ ЗВ’ЯЗоК

З анТИоКСИДанТноЮ СИСТЕМоЮ

ЛОЗІНСьКий О. В., ЛУЩАК В. І.

Прикарпатський національний університет імені Василя 
Стефаника, Івано-Франківськ, Україна;

e-mail: lozinsky_o@ukr.net

Drosophila melanogaster є зручним модельним об’єктом для вивчення  впливу 
ксенобіотиків та токсикологічних досліджень загалом. Метою даної роботи було 
дослідження впливу ксенобіотиків – алоксану, кофеїну та нітропрусиду натрію 
на розвиток D. melanogaster лінії w1118 та стан антиоксидантної системи.Об’єктом 
дослідження були мухи лінії w1118. Для одержання експериментального матеріалу 
мухи від стадії яйця до імаго розвивались на вуглеводно-дріжджовому середовищі 
з додаванням різних концентрацій ксенобіотиків: алоксану (0–20 мМ), кофеїну 
(0–4 мМ) нітропрусиду натрію (0–1,5 мМ). Активність антиоксидантних ензимів 
(глютатіон-S-трансферази, ізоцитратдегідрогенази, глюкозо-6-фосфатдегідрогена-
зи та аконітази) визначали загальноприйнятими методами. Розвиток і виживання 
D. melanogaster оцінювались як відсоток лялечок, які розвинулися після внесення 
яєць у кількості 150 штук на 20 мл середовища з різними концентраціями ксе-
нобіотиків.

Внаслідок проведених досліджень було виявлено, що алоксан у концентрації 
0–5 мМ не виявляє інгібуючої дії на розвиток мух. За вищої концентрації (20 мМ) 
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розвиток сповільнюється на �0 годин. Схожа тенденція спостерігається за дії ко-
феїну. Так, за його концентрації 0,5–4 мМ розвиток затримується в середньому на 
�5 годин. Нітропрусид натрію вже при концентрації 1 мМ сповільнює розвиток 
D. melanogaster на 40 годин. Активність ізоцитратдегідрогенази, глюкозо-6-фос-
фатдегідрогенази була вищою за дії всіх досліджуваних сполук, тоді як активність 
глютатіон-S-трансферази була вищою тільки за дії кофеїну. Активність аконітази 
знижувалася за дії високих (сублетальних) концентрацій ксенобіотиків. Слід за-
уважити, що відмічається чітка позитивна кореляція між активністю аконітази та 
виживанням мух. 

Таким чином, можна дійти наступних висновків: всі досліджувані ксенобіоти-
ки за сублетальних концентрацій призводять до зниження активності аконітази і 
зростання активностей ізоцитратдегідрогенази і глюкозо-6-фосфатдегідрогенази. 
Найбільший вплив на розвиток D. melanogaster спричиняє нітропрусид натрію, тоді 
як найменш токсичну дію виявляє алоксан. 

ВПлИВ СольоВоГо СТРЕСУ
на БіоХіМіЧні Та МоРФолоГіЧні ПоКаЗнИКИ

У ПРоРоСТКаХ КУКУРУДЗИ

ЛУЩАК ю. В., ЛУЩАК В. І.

Прикарпатський національний університет
імені Василя Стефаника, Івано-Франківськ, Україна; 

e-mail: julialushchak@ukr.net

Актуальною проблемою для рослинництва є засолення ґрунтів. Метою даної 
роботи було дослідити вплив сольового стресу на ріст та біохімічні показники у 
проростків кукурудзи.

Експеримент проводили на десятиденних проростках кукурудзи, які вирощу-
вали на рідкому середовищі Хохланда. Експозицію проводили на різних концент-
раціях NaCl (0, 50, 100 та 200 мМ) протягом 1, 2 та � діб.

Внаслідок проведених досліджень було виявлено, що перенесення проростків 
на 100 та 200 мМ концентрації NaCl сповільнює ріст та накопичення маси стеб-
ла, тоді як 50 мМ NaCl не впливає на ці показники протягом трьох діб. Затримка 
росту кореня спостерігається на всіх використаних концентраціях на 1 добу, однак 
на 2 та � доби вірогідна різниця спостерігається тільки при концентрації 200 мМ. 
Маса кореня за даних умов достовірно не відрізняється.

Експозиція на концентраціях NaCl 100 та 200 мМ призводить до зростання 
концентрації всіх пігментів на 1-у добу. Однак на �-ю добу при концентрації NaCl 
200 мМ спостерігається зниження концентрації хлорофілу b та антоціанів. Кон-
центрація ТБК-активних продуктів зростає на 26–45% на 1-у добу за дії всіх вико-
ристаних концентрацій NaCl порівняно до контролю. На 2-у добу вірогідних змін 
не спостерігається. На �-ю добу концентрація ТБК-активних продуктів зростає 
на 25% при найвищій концентрації NaCl. Дві концентрації NaCl (100 та 200 мМ) 
призводять до зростання активності гваяколпероксидази на 16 і 41% відповідно 
після 24 год впливу. Активність каталази зростає на 2-у та �-ю доби за дії концент-

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї



205ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

рації NaCl 50 мМ на 24 та 27% відповідно, а також на �-ю добу при концентра-
ції NaCl 200 мМ на 41%. Концентрація карбонільних груп протеїнів практично 
не змінюється протягом трьох діб впливу різних концентрацій NaCl. Винятком є 
концентрація NaCl 200 мМ за дії на 1-у добу, яка призводить до вірогідного зни-
ження цього показника на 19%. Концентрації загальних тіолів вище контрольних 
значень при концентраціях 100 та 200 мМ на 1-у добу, при 50 та 200 мМ – на 2-у 
добу та при 200 мМ на �-ю добу. Концентрація високомолекулярних тіолів вища за 
контрольні значення при концентрації NaCl 200 мМ на 1–�-ю добу. Концентрація 
низькомолекулярних тіолів зростає на 1-у добу при концентрації NaCl 100 мМ, при 
50–200 мМ на 2-у добу. Однак на �-ю добу концентрація їх є нижчою при концен-
трації NaCl 100 мМ порівняно з контролем.

ИЗУЧЕнИЕ ВлИЯнИЯ ТРанСФоРМацИИ
Agrobacterium rhizogenes на БИоСИнТЕЗ ВТоРИЧнЫХ
МЕТаБолИТоВ БаРВИнКа МалоГо (Vinca minor)

 ЛёшиНА Л. Г., БУЛКО О. В.

институт биоорганической химии и нефтехимии
НАН Украины, Киев;

e-mail: llioshina@bpci.kiev.ua

Барвинок малый (Vinca minor L.) – лекарственное и декоративное растение 
из семейства кутровых (Apocynaceae), которое является уникальным источником 
ценных вторичных метаболитов, используемых фармацевтическими компаниями 
при производстве препаратов, улучшающих мозговое кровообращение. Это мно-
голетнее, медленно растущее растение, размножающееся, в основном, черенка-
ми, поэтому его количество ограничено. Разработка биотехнологических приемов 
культивирования этого растения in vitro и способов повышения в нём биосинтеза 
биологически активных веществ является актуальной. 

Исходя из этого, целью нашей работы было изучение влияния на биосинтез 
вторичных метаболитов трансформации барвинка малого почвенной бактерией 
Agrobacterium rhizogenes, которая вызывает разрастание тканей, называемое «hairy 
root».

Для трансформации использовались стеблевые экспланты асептического рас-
тения барвинка малого, которые инкубировали с агробактериальными штамма-
ми A4, R-1601, 8196, 158�4 (любезно предоставленными И. Н. Кузовкиной, Инс-
титут физиологии растений им. К. А. Тимирязева РАН, Россия), с последующим 
размещением их на безгормональной среде Мурасиге-Скуга (МС) с добавлением 
500 мг/л цефотаксима для элиминации агробактерий. Трансформация разными 
агробактериальными штаммами имела неодинаковую интенсивность. Самым эф-
фективным оказался штамм R-1601. Наименьшее количество трансформантов для 
получения растительных эксплантов наблюдалось при применении штамма 158�4. 
Образовавшиеся адвентивные корни  характеризовались быстрым неорганизован-
ным ростом и отсутствием геотропизма, что является непрямым доказательством  
культуры «hairy root».   
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Побеги из корешков были регенерированы на среде МС с добавлением 1 мг/л 
нафтилуксусной кислоты. Растения-регенеранты имели частично этиолированные 
листовые пластины, утолщенный стебель и более развитую корневую систему.

Интактные растения, культура корней и регенеранты были исследованы с по-
мощью тонкослойной хроматографии на содержание  в них алкалоидов. Для этого 
использовали подкисленный водный экстракт биомассы с подвижной фазой: н-бу-
танол – уксусная кислота – вода (5:1:4). После хроматографирования высушенные 
пластины окрашивались реактивом Драгендорфа. 

Визуальная оценка полученных хроматограмм показала, что уровень содер-
жания алкалоидов был выше всего в интактных растениях. В растениях in vitro 
наблюдалось небольшое уменьшение количества алкалоидов. У каллусных культур 
отмечена минимальная концентрация вещества. В культуре корней содержание 
алкалоидов увеличивалось. Наибольшее количество их синтезировалось в расте-
ниях-регенерантах.

Таким образом, установлено, что в результате трансформации барвинка ма-
лого агробактериальным штаммом R-1601, в растениях-регенерантах повышается 
содержание алкалоидов по сравнению с интактными растениями и это повыше-
ние биосинтеза вторичных метаболитов наблюдается как результат трансформации 
растения почвенной бактерией A. rhizogenes.

РоЗВИТоК аПоПТоЗУ Та аДЕніннУКлЕоТИДИ

МАйДАНюК А. В.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна

Уявлення про основні форми клітинної загибелі – апоптоз і некроз значно змі-
нились. Якщо раніше апоптоз вважався формою запрограмованої загибелі клітини 
на відміну від неконтрольованої – некрозу, то тепер дослідники вважають, що це 
по різному детерміновані, але запрограмовані форми клітинної загибелі. Одержані 
експериментальні результати, які вказують на те, що загибель клітин, яка почина-
лась шляхом апоптозу, за певних умов, може закінчитись шляхом некрозу. Тобто 
при певних фізіологічних умовах механізми та ефектори цих альтернативних форм 
клітинної загибелі можуть бути пов’язаними та взаємозалежними. Якщо раніше 
розвиток апоптозу обмежували дією ефекторів на плазматичні мембрани, міто-
хондрії та ядро, то зараз значно розширилось коло цих субклітинних компонен-
тів. Показано, що протеїнові ефектори лізосом, саркоплазматичного ретикулуму, 
апарату Гольджі беруть безпосередню участь в апоптозі. Більш сталим виявився 
висновок, що саме величина аденілатного енергетичного заряду Аткінсона визна-
чає форму клітинної загибелі – апоптоз чи некроз. До відомого факту зниження 
продукції Н2О2 (АФК) мітохондріями (МХ) у разі внесення в середовище інкубації 
АDP, слід додати закриття МХ-пор (PTP), а відповідно і ініціації апоптозу за наяв-
ності високих концентрацій аденіннуклеотидів. Наведені результати свідчать про 
контролюючу роль аденілатного енергетичного заряду в індукції апоптозу як на 
мітохондріальному рівні, так і на рівні активності ключових ензимів амфіболічних 
шляхів. Збільшилось і число претендентів на роль «ATP-сенсорів» які пов’язують 
із протеїнкіназою з низькою спорідненістю до ATP, МХ К+-АТР-залежними ка-
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налами, МХ–АТР-залежною протеїназою, АМР-активуючою протеїнкіназою. Всі 
зазначені чинники є стресзалежними і беруть участь у регуляції енергетичного і 
метаболічного гомеостазу.

Нами показано зниження рівня АТР (на 25%), значення аденілатного енерге-
тичного заряду (на 10%) та зростання АМР (на 40%) порівняно з контролем, через 
2,5 години після рентгенівського опромінення суспензії тимоцитів в дозі 4,5 Гр, 
що може привести до «включення АТР-сенсорів» і мітохондріальної дисфункції, а 
зрештою до генетичної нестабільності, що і виявляється розвитком апоптозу.

анТИФЕРМЕнТнЫЕ СВоЙСТВа БИоФлаВоноИДоВ

МАКАРеНКО О. А., ЛеВиЦКий А. П., РОССАХАНОВА Л. Н.,
ХОДАКОВ и. В.

ГУ «институт стоматологии АМН Украины», Одесса;
e-mail: igal64@gmail.com

Структурное многообразие биофлавоноидов предопределяет широкий спектр 
их биологического действия, в механизме которого важное место занимает взаи-
модействие с ферментами. Известно, что активация фосфолипазы А2 (ФЛА2) и 
тканевой протеолиз носят универсальный характер в качестве факторов патогенеза 
практически всех заболеваний.

Это и определило цель нашего исследования, в котором in vitro изучили спо-
собность некоторых флавоноидов ингибировать ФЛА2 из пчелиного яда и ряд 
коммерческих протеолитических ферментов (химотрипсин, эластазу и трипсин из 
панкреаса свиньи и коллагеназу из clostridium histolyticum). В работе использовали 
12 синтетических флавоноидов (Sigma, США) и 4 биофлавоноида, выделенных 
из растительного сырья (ГНЦЛС, г. Харьков). Степень ингибиторной активности 
препаратов изучали в трех повторностях в нескольких молярных концентрациях, 
позволяющих рассчитать IC50. 

Проведенные исследования показали, что флавоноиды обладают различной 
антипротеазной активностью. Самыми активными ингибиторами эластазы и 
трипсина оказались кверцетин, апигенин и лютеолин. Эти же флавоноиды об-
ладали очень низкой активностью по отношению к коллагеназе и химотрипсину. 
Наоборот, гесперитин и нарингенин на фоне высокой способности ингибировать 
коллагеназу и химотрипсин, оказались весьма слабыми ингибиторами трипсина 
и эластазы. Генистеин, дайдзеин, катехин и флоретин – флавоноиды со средней 
ингибиторной эффективностью. Гликозиды флавоноидов по сравнению с их аг-
ликонами оказались более активными ингибиторами трипсина и коллагеназы. У 
растительных биофлавоноидов отмечена высокая ингибиторная активность по от-
ношению к коллагеназе (байкалин) и трипсину (софорикозид и флаволигнаны 
расторопши).

Выраженной антифосфолипазной активностью обладали все изученные препа-
раты, среди которых наиболее активными ингибиторами ФЛА2 оказались биофла-
воноиды байкалин и софорикозид, а также агликоны синтетических флавоноидов. 

Полученные данные позволяют считать, что в механизме лечебно-профилак-
тического действия флавоноидов и растений, содержащих эти соединения, наря-
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ду с выраженными антиоксидантными свойствами существенную роль играет их 
способность ингибировать ФЛА2 и протеолиз, т.е. воздействовать одновременно на 
универсальные звенья патогенеза многих заболеваний.

МЕТаБоліЧнИЙ ПРоФіль КРоВі ДВоРіЧоК КоРоПа
За РіЗноГо РіВнЯ ХРоМУ В Раціоні

МАРиНич І. М., ЯНОВич В. Г.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: marynychirina@gmail.com

В останні роки встановлено, що додавання неорганічних і органічних сполук 
хрому до раціону тварин і птиці позитивно впливає на деякі фізіологічні функції 
і ланки обміну речовин та різні сторони їх продуктивності. Зокрема, під впливом 
хрому у крові різних тварин знижується концентрація глюкози, холестеролу, три-
ацилгліцеролів і продуктів пероксидного окислення ліпідів (ПОЛ), підвищуються 
їхні прирости і резистентність. Цим зумовлена актуальність вивчення впливу спо-
лук хрому на обмін речовин в організмі ставових риб і їхня продуктивність, що 
зумовлено відсутністю таких даних в літературі.

У зв’язку з цим метою роботи було дослідження впливу неорганічної сполуки 
хрому CrCl�⋅6H2O на метаболічний профіль крові дворічок коропа за введення його 
в різній кількості у згодовуваний рибам комбікорм. Дослід проведено на чотирьох 
групах дворічок лускатого коропа (cyprinus carpio) у дослідних ставах Львівської до-
слідної станції Інституту рибного господарства НААНУ. Риби першої групи, яким 
згодовували комбікорм без добавки хрому правили за контроль, рибам другої, тре-
тьої і четвертої груп згодовували комбікорм з добавкою хрому в кількості 200, 400 
і 800 мкг/кг. Риби кожної групи вирощувалися в окремому ставу площею 0,2 га, 
щільність посадки 1500 риб/га, тривалість досліду три місяці. У крові риб після 
закінчення досліду визначали загальний вміст протеїну і відносний вміст окре-
мих його фракцій, вміст глюкози, триацилгліцеролів, холестеролу, продуктів ПОЛ 
(дієнових кон’югатів, гідропероксидів ліпідів, ТБК-продуктів) і антиоксидантних 
ензимів (супероксиддисмутази, глутатіонпероксидази, каталази).

Встановлено, що концентрація протеїну в сироватці крові коропів другої, тре-
тьої і четвертої груп є меншою в 1,12; 1,62 і 1,45 раза, вміст холестеролу у плазмі 
крові – в 1,21; 1,25; 1,�5 раза, а вміст триацилгліцеролів – більший в 1,44; 1,29 і 2,22 
раза, ніж у коропів першої групи. При цьому концентрація дієнових кон’югатів у 
плазмі крові коропів другої, третьої і четвертої груп є меншою відповідно в 1,29; 
1,28; 1,�8 раза, концентрація гідропероксидів ліпідів – в 1,05; 1,55; 2,14 раза, кон-
центрація ТБК-продуктів – в 1,05; 1,12 і 1,�6 раза, порівняно до їхнього вмісту у 
коропів першої групи, різниця в активності супероксиддисмутази, глутатіонперок-
сидази і каталази при цьому відсутня.

Одержані результати свідчать про дозозалежний регуляторний вплив хрому у 
разі підвищення його рівня в раціоні коропів на синтез сироваткових протеїнів, 
холестеролу і триацилгліцеролів та про інгібуючий вплив на пероксидні процеси в 
їхньому організмі.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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ВПлИВ іЗаТіЗонУ на МЕТаБоліЧнИЙ
СТаТУС ПРоРоСТКіВ ПШЕнИці

1МАРТиНеНКО О. І., 1КиРиЛеНКО Т. К., 1СТеПАНюГІН А. В.,
2АДАМчУК-чАЛА Н. І., 1юРКеВич Л. Н., 1ПОТОПАЛьСьКий А. І.

1Інститут молекулярної біології і генетики НАН України, Київ;
e-mail: Martynenko.olena@gmail.com;

2Інститут ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН України, Київ

Дослідження молекулярних механізмів формування відповіді рослин на дію 
біологічних, фізичних та хімічних екзофакторів – актуальне і екологічно важливе 
завдання сучасної фітобіології. Питання впливу відомого противірусного, проти-
пухлинного, імуномодулюючого і антибактеріального препарату ізатізону на он-
тогенез рослин поки що залишається нерозв’язаним. Тому метою нашої роботи 
на початковому етапі було дослідити певні експериментальні закономірності дії 
ізатізону на рослинні організми в ранніх фазах їхнього розвитку. Враховуючи, що 
відповідь організму на дію екзофакторів формується на всіх рівнях його організа-
ції, у роботі застосовано комплексний підхід. 

В експериментах використовували проростки пшениці «Асоціативна». Термін 
обробки ізатізоном попередньо зволоженого посівного матеріалу становив 1 го-
дину. Рослини вирощували в лабораторних умовах протягом 20 днів на твердому 
носії (пісок) за температури 20 °С. 

Показано, що ізатізон стимулює проростання посівного матеріалу на 15% і 
забезпечує синхронність цього процесу. Кількісну оцінку in situ метаболічного 
статусу дослідних рослин у процесі раннього періоду їхнього розвитку (20 днів) 
проводили з використанням РНК/ДНК-аналізу. Встановлені тенденції змін спів-
відношення РНК/ДНК – важливого індикатору метаболічного стану контроль-
них і дослідних зразків – істотно різняться. Підвищення метаболічної активності 
клітин проростків, оброблених ізатізоном, припадає на 5-й і 18-й день росту, тоді 
як у контролі – на 6-й і 10-й день експерименту. Всі піки метаболічної активності 
клітин дослідних проростків збігаються з мінімальними значеннями РНК/ДНК-
показників відповідних контрольних рослин та навпаки. Одержані результати 
цілком узгоджуються з даними оцінки приросту надземної частини проростків 
та підтверджуються електронно-мікроскопічним аналізом структури ядер клітин 
апікальних меристем експериментальних рослин. Роль ізатізону в регуляції мета-
болічних процесів рослин при реалізації їхніх генетичних програм росту і розвит-
ку обговорюється.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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ВМіСТ ПРоДУКТіВ ПЕРоКСИДноГо
оКИСлЕннЯ ліПіДіВ і аКТИВніСТь

СУПЕРоКСИДДИСМУТаЗИ У КРоВі ВіДлУЧЕнИХ
ПоРоСЯТ За РіЗноГо РіВнЯ цИнКУ В Раціоні

МАРТиНишиН І. М., СНІТиНСьКий В. В.

Інститут біології тварин HААН України, Львів;
e-mail: Kychuni@ukr.net

Цинк відіграє важливу роль у регуляції багатьох фізіологічних функцій і різ-
них ланок обміну речовин в організмі тварин. Дефіцит цинку в раціоні поросят 
раннього віку призводить до затримки їхнього росту, порушення обміну вуглеводів 
і активності антиоксидантної системи, а підвищення його рівня – позитивно впли-
ває на їхній ріст та зменшує негативну дію стресу на організм відлучених поросят 
внаслідок інгібування продукції кортикостероїдних гормонів. З метою з’ясування 
біохімічних механізмів, що лежать в основі антистресової дії цинку ми провели 
дослідження впливу різного його рівня в раціоні поросят на вміст гідропероксидів 
ліпідів (ГПЛ) і продуктів, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (ТБК) та ак-
тивність супероксиддисмутази (СОД) в їхній крові через різні терміни після від-
лучення від свиноматки.

Дослід проведено на шести групах підсисних поросят великої білої породи 24-
денного віку. Поросятам всіх груп впродовж досліду згодовували комбікорм, що 
містив відповідно �0, 60, 75, 100, 120 і 150 мг/кг цинку у вигляді ZnSO4. Через 20 
днів поросят відлучали від свиноматки і утримували в окремих клітках. Для до-
сліджень одержували кров із передньої порожнистої вени поросят за � дні до від-
лучення від свиноматки, у день відлучення та через 5 і 10 днів після відлучення. 
У плазмі крові визначали вміст ГПЛ і продуктів, що реагують з ТБК, в еритроци-
тах – активність СОД.

Встановлено, що вміст ГПЛ у плазмі крові поросят на всіх стадіях дослідження 
знаходиться в оберненій залежності від вмісту цинку в комбікормі: у поросят 1-ї 
групи він є найвищим, а у поросят 5- і 6-ї груп – найнижчим. При цьому ана-
логічна різниця у вмісті ТБК-продуктів у плазмі крові поросят виражена значно 
меншою мірою. Вміст ГПЛ у плазмі крові поросят після відлучення від свино-
матки різко підвищується і залишається на такому самому рівні через 5 і 10 днів 
після відлучення. Ці дані свідчать про тривале посилення пероксидного окислення 
ліпідів в організмі поросят після відлучення від свиноматки і залежність цього 
посилення від рівня цинку в їхньому раціоні. При цьому виявлено пряму залеж-
ність між рівнем цинку в раціоні поросят і активністю СОД в еритроцитах. Ці дані 
свідчать про те, що антистресова дія цинку в разі підвищення його рівня в раціоні 
поросят зумовлена підвищенням активності ензиматичної ланки антиоксидантно-
го захисту.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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ВМіСТ цИТоХРоМУ b5 У МіКРоСоМніЙ
ФРаКціЇ КаРцИноМИ ГЕРЕна ПоПЕРЕДньо

оПРоМінЕнИХ ЩУРіВ-ПУХлИноноСіЇВ

МАРчеНКО М. М., КеЦА О. В.

чернівецький національний університет імені юрія Федьковича, Україна;
e-mail: ketsa80@mail.ru

Цитохром b5 – гемопротеїн бере участь у біохімічних окисно-відновних реак-
ціях як переносник електронів. Мікросомна ізоформа цитохрому b5 відіграє важ-
ливу роль як редокс-партнер в реакціях, що каталізуються різними ізоформами 
цитохрому Р-450 та може виявляти неоднозначний вплив на активність ізоформ 
термінальної монооксигенази.

Мета роботи – визначити вміст цитохрому b5 у мікросомній фракції карцино-
ми Герена попередньо опромінених щурів-пухлиноносіїв.

Результати проведених досліджень показали, що в міру росту карциноми Ге-
рена в неопромінених щурів вміст мембранозв’язаного цитохрому b5 у пухлинній 
тканині поступово знижується з мінімальними значеннями на термінальній стадії 
онкогенезу (21-а доба після трансплантації карциноми Герена). Встановлений факт 
може бути наслідком інтенсифікації процесів пероксидного окислення ліпідів із 
наступною деградацією цитохрому b5.

Попереднє перед трансплантацією карциноми Герена опромінення призводить 
до зниження вмісту цитохрому b5 у мікросомній фракції пухлинної тканини на 
всіх етапах онкогенезу порівняно з неопроміненими пухлиноносіями. Найсуттєві-
ше зниження спостерігається в період інтенсивного росту пухлини (14-а доба після 
трансплантації пухлини), коли гідроксилазна активність цитохрому Р-450 зали-
шається на високому рівні. Імовірно, цитохром b5, окислюючись активними фор-
мами кисню, що генеруються за дії опромінення, виявляє захисну дію на молекули 
термінальної оксигенази. У даному випадку передача електронів в монооксигеназ-
ному циклі може здійснюватися від NADPH-цитохром Р-450-редуктази, що по-
переджає порушення функціонування цитохрому Р-450, інтенсифікуючи процеси 
онкогенезу.

Отже, попереднє перед трансплантацією карциноми Герена опромінення при-
зводить до зниження вмісту цитохрому b5, який може виступати в ролі акцептора 
активних форм кисню, проявляючи захисну дію на молекули термінальної моно-
оксигенази.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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Роль ГіПЕРКільКоСТі ВіТаМінУ а В ДЕГРаДаціЇ
ЯДЕРноЇ ДнК КаРцИноМИ ГЕРЕна 
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чернівецький національний університет
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Розвиток карциноми Герена супроводжується накопиченням вітаміну А в пух-
линних клітинах і зниженням темпів її росту. Імовірно, що реалізація антитумор-
них потенцій вітаміну А здійснюється через індукцію клітинної загибелі, поруше-
ної у трансформованих клітинах, критерієм ідентифікації якої служить специфічна 
фрагментація ядерної ДНК. Але невідомо чи впливає і яким чином вітамін А на 
деградацію ядерної ДНК пухлинної тканини в умовах прийому гіперкількості ре-
тинолу ацетату. Тому метою роботи було вивчення впливу післятрансплантацій-
ного застосування гіперкількості ретинолу ацетату (�0 000 МО/кг/добу впродовж 
7 діб) на деградацію ядерної ДНК карциноми Герена за попереднього нормального 
забезпечення організму вітаміном А (�00 МО/кг/доба). 

Вивчення характеру накопичення фрагментованої ДНК у клітинних ядрах кар-
циноми Герена дозволили встановити, що семидобове введення вітаміну на фоні 
попереднього адекватного забезпечення організму ретинолом ацетатом обумовлює 
появу високомолекулярних фрагментів ДНК завдовжки від 10 до 50 т.п.н., а по-
чинаючи з 14-ої доби експерименту виявляються фрагменти величиною 180 п.н. і 
кратні їм, які на електрофореграмі розташовуються у вигляді «драбини». Враховую-
чи індукуючий вплив вітаміну А на ключову у протеолітичному каскаді клітинної 
загибелі ефекторну каспазу-�, а також присутність на ДНК респонзивних елемен-
тів вітаміну А, можна передбачити, що його ефекти опосередковані активацією 
програми клітинної загибелі, порушеної в пухлинних клітинах. Це припущення 
грунтується на тому, що характер фрагментації ДНК в клітинних ядрах карциноми 
Герена нагадує початкові етапи апоптозу, оскільки фрагменти величиною 10–50 
т.п.н. дорівнюють довжині петель ДНК у хромосомі і характеризують крупнобло-
кову фрагментацію ДНК. Поява на електрофореграмах фрагментів ДНК з вели-
чиною 180 п.н. і кратних їм характеризує термінальні етапи клітинної загибелі, 
оскільки величина в 180 п.н. характерна для нуклеосомного рівня організації ДНК 
і використовується для ідентифікації апоптозу.

Таким чином, застосування гіперкількості ретинолу ацетату на фоні його по-
передньої норми обумовлює деградацію ядерної ДНК карциноми Герена з утво-
ренням фрагментів 10–50 т.п.н., 180 п.н. і кратних їм. Імовірно, виявлені особли-
вості і є головним чинником низьких темпів росту карциноми Герена в умовах 
прийому гіперкількості ретинолу ацетату і становлять основу протипухлинного 
ефекту вітаміну А.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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На сьогоднішній день достатньо детально вивчені механізми передачі Ig че-
рез плаценту до плоду та тонку кишку у ссавців, але відомості про формування у 
фетальний період трансепітеліальних імунологічних механізмів за участю Fc-γ-ре-
цепторів (FcγR) у бика свійського відсутні. Тому метою нашої роботи було вивчен-
ня вікових аспектів регуляції експресії Fc-γ-рецепторів в ентероцитах порожньої 
кишки бика свійського у фетальний період онтогенезу. 

Об’єктом досліджень були 48 плодів, віком від �-ох до 9-ти місяців, отриманих 
від клінічно здорових корів, після забою в умовах м’ясопереробного підприємства. 
У дослідженнях використовували високоочищені фракції апікальних і базолате-
ральних мембран епітеліоцитів. Протеїнові фракції отримували із суспензії ізольо-
ваних ентероцитів порожньої кишки (використовували середню частину) методом 
диференціального центрифугування. Виявлення комплексів IgG – Fc-γ-рецептор 
проводили за допомогою імуноблотинга. 

За результатами імуноблотингу ідентифіковані мембранні протеїни з Fc-γ-
зв’язуючою активністю представлені поліпептидними зонами з молекулярними 
масами 120, 87, 72 і 4� кДа. Виявлені нами поліпептиди плазматичної мембрани 
ентероцитів відносяться до родини FcγR, оскільки вони афінно зв’язували як на-
тивні імуноглобуліни класу G так і їх Fc-фрагменти. 

Результати розрахунку відносного вмісту окремих поліпептидів FcγR на про-
тилежних боках клітинної оболонки ентероцитів порожньої кишки плодів бика 
свійського показали, що протеїни з молекулярними масами (Мr) 120, 87 і 72 кДа 
переважають на базолатеральній мембрані до середини фетального періоду (плоди 
5-ти місячного віку). Така специфіка розподілу, можливо, відображає функціо-
нальну спеціалізацію мембран внутрішньоутробного розвитку, що обумовлений 
гемотрофним типом живлення. Цей факт дозволяє припустити, що у ранній пло-
довий період бика свійського FcγR базолатеральної мембрани ентероцитів ство-
рюють комплекс із фетальним IgG і транспортують його на апікальну поверхню 
плазмолеми для участі в імунних механізмах захисту. У подальшому FcγR з Мr 87 
і 72 кДа змінюють домінуючу локалізацію на апікальний полюс. Зміна полярності 
ентероцитів обумовлена розвитком травного каналу, збільшенням навколоплодової 
рідини та заковтуванням її плодом. 

Експресія поліпептиду з Мr 4� кДа, який проявляє Fc-γ-зв’язуючу активність 
має зворотну залежність (у порівнянні з FcγR з Мr 87 і 72 кДа) та характеризується 
апікальною приналежністю у ранній фетальний період бика свійського. Можливо 
припустити, по аналогії з людиною, що у плодовий період бика свійського цей тип 
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FcγR грає важливу роль у транспортуванні IgG із амніотичної рідини у фетальну 
циркуляцію.

Отже, виявлена динаміка вмісту для кожного класу FcγR дає можливість при-
пустити існування певної реципрокної взаємодії антигенного складу навколопло-
дової рідини зі стимуляцією імунної системи плоду. Регуляція експресії Fc-γ-ре-
цепторів плазмолеми ентероцитів порожньої кишки бика свійського у фетальний 
період онтогенезу контролюються механізмами асоційованими з розвитком плоду.

БіоХіМіЧні ПоКаЗнИКИ КРоВі ТЕлИць За ВВЕДЕннЯ
У Раціон СоЄВоГо МолоКа З наСіннЯ наТИВноГо

Та ГЕнЕТИЧно МоДИФіКоВаноГо СоРТіВ СоЇ

МАТюХА І. О., ФеДОРУК Р. С., РІВІС й. Ф.,
КОЛеЩУК О. І., ЦАП О. Ф. 

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: irok_m@ukr.net

Завданням роботи було дослідити вплив випоювання соєвого молока з насін-
ня трансгенного та традиційного сортів сої ремонтним телицям на вміст жирних 
кислот у плазмі крові та антиоксидантний статус їхнього організму. Для цього 
було сформовано три групи новонароджених теличок української червоно-рябої 
молочної породи, по 8 голів у кожній. Телятам першої групи (І контрольна) в мо-
лочний і наступний періоди випоювали цільне і збиране молоко за прийнятою у 
господарстві схемою. Друга та третя дослідні  групи (ІІ і ІІІ) одержували взамін 
збираного молока соєве молоко. При цьому телиці ІІ дослідної групи отримували 
соєве молоко виготовлене з бобів трансгенної сої, а тварини ІІІ групи з нативної 
сої. За періодами досліджень від тварин з кожної групи, а саме на 2-му місяці 
(підготовчий період), а також на 4-, 5- і 7-му місяцях життя відбиралися зразки 
венозної крові для біохімічних досліджень. У крові визначали жирнокислотний 
склад плазми крові, активність антиоксидантних ензимів та вміст продуктів ліпо-
пероксидації.

Встановлено, що у плазмі крові тварин обох дослідних груп спостерігається 
тенденція до зниження рівня такої насиченої жирної кислоти, як стеаринова. Од-
ночасно у крові вірогідно зростає вміст лінолевої поліненасиченої жирної кислоти, 
але зменшується – ліноленової. У плазмі крові телиць дослідних груп вірогідно 
збільшується кількість такої похідної лінолевої кислоти, як арахідонова. Характер-
но, що всі перелічені зміни були яскравіше виражені у групі тварин, яким випою-
вали соєве молоко з традиційного сорту сої.

Концентрація різних форм глутатіону у крові залишалася приблизно на одно-
му рівні, з тенденцією до незначного підвищення її рівня у тварин дослідних груп 
на всіх етапах досліду. Активність глутатіонпероксидази у крові тварин виявляє 
тенденцію до зростання.

Активність каталази вірогідних змін не зазнає, проте спостерігається тенден-
ція до незначного підвищення її рівня у крові тварин обох дослідних груп на 4-му 
місяці життя, та зниження на наступних етапах досліду. Активність супероксид-
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дисмутази у крові тварин ІІІ групи вірогідно знижується на початку випоюван-
ня соєвого молока на 17%. На наступних етапах активність супероксиддисмутази 
знижується у крові тварин ІІІ групи і зазнає незначного підвищення у крові тва-
рин ІІ дослідної групи. Проте у всіх випадках активність досліджуваних ензимів 
антиоксидантного захисту не виходить за межі фізіологічної норми, що свідчить 
про адаптаційно врівноважену реакцію організму на введення до раціону соєвого 
молока на заміну нативного чи збираного молока.

Вміст продуктів пероксидного окислення ліпідів – як гідропероксидів ліпідів, 
так і малонового діальдегіду знижується на всіх етапах досліду у крові тварин обох 
дослідних груп, що є додатковим свідченням ефективного функціонування анти-
оксидантної системи.

Отже, аналіз результатів свідчить, що підвищення вмісту лінолевої та її похід-
ної – арахідонової – кислот у крові теличок імовірно пов’язане з високим вмістом 
їх у насінні сої. У той час наявність ліпооксигенази у соєвих бобах може зумов-
лювати зниження вмісту ліноленової кислоти. Стабільний фізіологічний рівень 
активності ензимів антиоксидантного захисту в комплексі з незначним зниженням 
інтенсивності накопичення продуктів ліпопероксидації може свідчити про певний 
антиоксидантний вплив ізофлавонів у складі соєвого молока.

аКТИВніСТь ЕнЗИМіВ ГліКоліЗУ і цИКлУ
ТРИКаРБоноВИХ КИСлоТ За ДіЇ

СТРонціЮ ХлоРИДУ 

МеЛьНичУК Д. О., КЛІХ Л. В.

Національний університет біоресурсів і природокористування
України, Київ;

e-mail: magystr_dep@twin.nauu.kiev.ua

Солі важких металів, до яких відносять і стронцій, за своїми властивостями є 
хімічно активними речовинами, які у значній кількості спричинюють токсичний 
ефект в організмі. Токсичність їх визначається здатністю впливати на динамічну 
рівновагу в системі живих організмів, що зумовлено утворенням міцних зв’язків 
із хімічними компонентами клітини, головним чином з біологічними молекулами. 
Значне поширення стронцію у природі, постійна присутність його у тканинах та 
органах живого організму зумовлює необхідність глибокого вивчення механізмів 
впливу цього металу на біохімічні процеси. У зв’язку з цим метою роботи було 
вивчення впливу стронцію хлориду на активність окремих ензимів циклу три-
карбонових кислот та гліколізу in vitro. Активність ензимів лактатдегідрогенази 
(ЛДГ, КФ 1.1.1.27), ізоцитратдегідрогенази, (ІДГ, КФ 1.1.1.41) та малатдегідрогенази, 
(МДГ, КФ 1.1.1.�7) визначали in vitro за рівнем поглинання NAD+, NADH, NADP 
та NADPH+ (Mersk, Reanal), на спектрофотометрі СФ-46, за довжини хвилі �40 нм. 
Одержані дані оброблено статистично.

Результати досліджень показали залежність активності зазначених ензимів 
від концентрації стронцію. Причому, введення стронцію хлориду до інкубацій-
ного середовища в концентрації 20 мг/мл, порівняно з контролем, знижує ак-
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тивність ЛДГ, що бере участь у реакції відновлення піровиноградної кислоти з 
утворенням лактату на 17,�%. Активність ІДГ NADP-залежної, що каталізує реак-
цію декарбоксилювання ізоцитрату в альфа-кетоглутарат знижується на 69,4%, ІДГ 
NADPH+-залежної, яка каталізує реакцію перетворення оксалосукцинату в ізо-
цитрат знижується на 67,9%. Активність МДГ NAD-залежної та NADH+-залежної, 
що каталізують взаємоперетворення малату в оксалоацетат знижується на 6�,4 та 
4�,1% відповідно. Введення стронцію хлориду до інкубаційного середовища в кон-
центрації 2 мг/мл підвищує активність ЛДГ на 16,4%, при цьому активність інших 
досліджуваних ензимів вірогідно знижується порівняно з контролем. Виявлений 
характер змін може бути зумовлений властивістю металів брати участь у проце-
сах комплексоутворення з природними лігандами, що містять тіолові групи, адже, 
відомо, що важкі метали здатні входити до складу металоензимних комплексів, 
що може спричинити активацію або інгібування таких сполук. Отже, згідно з ре-
зультатами дослідження дійшли висновку, що сполуки стронцію здатні знижувати 
активність низки ензимів, що беруть участь в обміні речовин, а саме в реалізації 
циклу трикарбонових кислот та процесу гліколізу.

ВПлИВ ВИСоКИХ КонцЕнТРаціЙ ВУГлЕВоДіВ
на БіоХіМіЧні ПоКаЗнИКИ Saccharomyces cerevisiae

МОРГУЛеЦь Л. М., СеМчишиН Г. М.

Прикарпатський національний університет імені Василя 
Стефаника, Івано-Франківськ, Україна;

e-mail: lmorgulets@ukr.net

Глюкоза, фруктоза та продукти їхнього катаболізму здатні до неензиматичної 
взаємодії з макромолекулами клітини, що веде до утворення кінцевих продуктів 
глікації. Взаємодія системи неензиматичного глікозилювання та вільнорадикаль-
них процесів вивчена недостатньо. До кінця не з’ясована також природа відмін-
ностей між глюкозою та фруктозою у здатності до глікації та подальшого впливу 
утворених сполук на клітину. Метою роботи було дослідження впливу високих 
концентрацій глюкози та фруктози на біохімічні показники одноклітинних ев-
каріотів дріжджів Sассharomyces cerevisiae.

У дослідженнях використовували штам S. cerevisiae YPH250 (дикий тип). По-
казано, що інкубація клітин з 10%-им розчином глюкози або фруктози призводить 
до зростання рівня карбонільних груп протеїнів. Активність каталази на 5-у та 7-у 
добу на глюкозі в середньому у 1,� раза вища, ніж у контролі. Подібним чином 
активність глутатіонредуктази та глюкозо-6-фосфатдегідрогенази за інкубації із 
глюкозою майже у �,5 раза вище, ніж у контролі. У разі інкубації з фруктозою ак-
тивність ензимів у цей час вірогідно нижча, порівняно з глюкозою. Цікаво, що на 
5-у та 7-у добу спостерігається також у 1,2–1,4 раза вищий вміст α-дикарбонільних 
сполук у клітинах інкубованих з фруктозою. Загалом вміст цих сполук у кліти-
нах різко зростає з часом інкубації вже на 1-у добу (у 50–60 разів він вищий від 
контрольних значень). Визначення вмісту карбонільних груп протеїнів та α-дикар-
бонільних сполук у супернатанті in vitro зі 100 мМ вуглеводів показало їхнє зрос-
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тання з часом інкубації. Рівень α-дикарбонільних сполук за інкубації з фруктозою 
вище, ніж на глюкозі протягом всього часу інкубування.

Таким чином, інкубація клітин дріжджів Sассharomyces cerevisiae з вуглеводами 
призводить до зростання вмісту карбонільних груп протеїнів, що може свідчи-
ти про вплив глюкози та фруктози на розвиток окисних пошкоджень протеїнів. 
Тривале інкубування клітин з фруктозою зумовлює нижчу активність каталази, 
глутатіонредуктази та глюкозо-6-фосфатдегідрогенази порівняно з клітинами, ін-
кубованими з глюкозою, що може бути наслідком вищого вмісту α-дикарбонільних 
сполук у клітинах дріжджів, інкубованих із розчином фруктози.

ЕнДоКанаБіноЇДИ РЕГУлЮЮТь ПРоцЕСИ
СлИноВИДілЕннЯ ЧЕРЕЗ МоДУлЯціЮ ПРоцЕСіВ

КальціЄВоЇ СИГналіЗаціЇ

1НеЦиК О. В., 2КОПАч О. В., 1ФеДІРКО Н. В.

1Львівський національний університет імені Івана Франка, Україна;
е-mail: olga.nets@gmail.com;

2Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ

Ендоканабіноїдна система – складна ендогенна сигнальна система, яка ефек-
тивно модулює перебіг фізіологічних процесів шляхом активації специфічних ка-
набіноїдних рецепторів типу CB1 та CB2. Згідно з даними літератури два типи ка-
набіноїдних рецепторів (СВ1 та СВ2) експресуються у підщелепній слинній залозі 
(ПСЗ) щурів. Проте внутрішньоклітинні сигнальні механізми, які опосередкову-
ють біологічні ефекти ендоканабіноїдів вивчені недостатньо.

Дослідження проводили на щурах-самцях (1�0–160 г). Тварин анестезували 
внутрішньом’язовою ін’єкцією кетаміну (150 мг/кг маси тварини) в суміші з ліс-
теноном (0,05 мл/кг). Іn vivo слину, яка виводилась протоками залоз, відбирали 
мікроканюлею, впритул підведеною до проток залоз у ротовій порожнині. Слино-
виділення оцінювали за такими параметрами: швидкістю, концентрацією кальцію 
та протеїну. Іn vitro дослідження проводили на ізольованих ацинарних клітинах 
ПСЗ щурів. Клітини ізолювали із тканини залози після ензиматичної її обробки в 
зовнішньоклітинному розчині, що містив колагеназу. Вміст протеїну визначали за 
методом Лоурі, концентрацію Са2+ – з використанням барвника арсеназо ІІІ.

Нами показано, що введення у залозу 50 мкл розчину агоніста СВ1 канабі-
ноїдних рецепторів (R)-(+)-метанандаміду (5 мкM) та агоніста СВ1 канабіноїдних 
рецепторів віродгаміну (�0 мкM) порівняно з контролем призводить до зниження 
швидкості нестимульованого слиновиділення в середньому на 22 ± 8% (Р < 0,05, 
n = 6) та �1 ± 6% (Р < 0,01, n = 7) відповідно. Також виявлено, що активація як 
СВ1-, так і СВ2-типів канабіноїдних рецепторів призводить до змін електролітного 
складу секретованої слини.

Оскільки секреція рідкої компоненти слини ПСЗ є кальційзалежним проце-
сом, ми досліджували зміни сумарного вмісту кальцію в ацинарних клітинах за 
активації канабіноїдних рецепторів. Іn vitro прикладання до ізольованих ацинусів 
віродгаміну (�0 мкM) та (R)-(+)-метанандаміду (5 мкM) у безкальцієвому зовніш-
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ньоклітинному середовищі (1 мM EGTA, 5 хв) спричинює порівняно з контролем 
зниження сумарного вмісту Са2+ на 28 ± 4% (Р < 0,01, n = 8) та 21 ± 4% (Р < 0,01, 
n = 5) відповідно. Для дослідження впливу агоністів канабіноїдних рецепторів 
на депокерований вхід Са2+ ізольовані ацинуси ПСЗ інкубували протягом 5 хв у 
безкальцієвому зовнішньоклітинному розчині (1 мМ EGTA) для активації каналів 
входу, а потім додавали Са2+ до зовнішньоклітинного розчину для візуалізації вхід-
ного потоку Са2+. Внаслідок додавання до інкубаційного середовища 2 мМ CaCl2 
(5 хв) в умовах активації канабіноїдних рецепторів ацинарних клітин віродгаміном 
(�0 мкM) спостерігається значне зростання сумарного вмісту кальцію в ацинарних 
клітинах ПСЗ у середньому на 1�0 ± 22% (Р < 0,001, n = 6), тоді як за відсутності 
агоніста таке зростання становить у середньому 57 ± 15% (Р < 0,05, n = 6). За цих 
же умов синтетичний агоніст канабіноїдних рецепторів обох типів – WIN 55,212-2 
(5 μM) викликав зростання сумарного вмісту кальцію у клітинах на 118 ± 16% 
(Р < 0,05, n = 5), тоді як за його відсутності – на �9 ± 11% (Р < 0,05, n = 5); (R)-(+)-
метанандамід (5 мкM) – в середньому на 165 ± ��% (Р < 0,01, n = 5), в той час як 
за відсутності цього агоніста – на 9� ± 12% (Р < 0,01, n = 5).

Виявлені зміни слиновиділення, спричинені ендоканабіноїдами, ймовірно обу-
мовлені модуляцією процесу вивільнення Са2+ із ендоплазматичного ретикулуму і 
наступною активацією депокерованого входу Са2+.

СоСТоЯнИЕ GSH-ЗаВИСИМоЙ ЭнЗИМаТИЧЕСКоЙ 
анТИоКСИДанТноЙ СИСТЕМЫ И ТИРЕоИДнЫЙ СТаТУС 

оРГанИЗМа ПРИ ЭКСПЕРИМЕнТальноЙ РЕГУлЯцИИ 
ПРоДолЖИТЕльноСТИ ЖИЗнИ 

НиКиТчеНКО ю. В., ДЗюБА В. Н., ПОПОВич А. С.,
БОНДАРь В. В., шеРеМеТ А. А.

Нии биологии Харьковского национального университета
им. В. Н. Каразина, Украина;

e-mail: yunikitchenko@univer.kharkov.ua

Работа посвящена выяснению основных закономерностей изменений актив-
ности GSH-зависимых антиоксидантных энзимов в тканях и содержания тирео-
идных гормонов при моделировании замедленного и ускоренного старения крыс 
линии Вистар.

Установлено, что при моделировании замедленного старения тремя различны-
ми по степени ограничения калорийности диетами концентрация тироксина и, осо-
бенно, трийодтиронина в сыворотке крови животных снижалась пропорционально 
степени ограничения калорийности диеты. При этом активность Se-зависимой и 
Se-независимой глутатионпероксидазы в печени, сердце и крови подопытных крыс 
увеличивалась пропорционально степени ограничения калорийности диеты и хо-
рошо коррелировала с концентрацией трийодтиронина. Изменение глутатион-S-
трансферазной активности в исследованных тканях подопытных животных было 
сходным, но менее выраженным.
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При моделировании гипотиреоидного состояния у крыс (модель замедленного 
старения) путем введения больших доз тироксина в первые 10 дней после рожде-
ния установлено, что в сыворотке крови �-месячных крыс концентрация общего и 
свободного тироксина и трийодтиронина была существенно снижена, а активность 
Se-зависимой глутатионпероксидазы в митохондриальной и постмитохондриаль-
ной фракциях печени и в сыворотке крови – значительно повышена.

При моделировании ускоренного старения длительным воздействием тирокси-
на, несбалансированной по содержанию животных протеинов и витаминов антиок-
сидантного ряда диетой и избыточным питанием в раннем периоде постнатального 
онтогенеза крыс обнаружено, что содержание тиреоидных гормонов в сыворотке 
крови животных разного возраста повышено, а активность GSH-зависимых анти-
оксидантных энзимов и, особенно, активность Se-зависимой глутатионпероксида-
зы в печени, сердце и крови значительно снижено.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о тесной взаимосвя-
зи активности Se-зависимой глутатионпероксидазы и концентрации тиреоидных 
гормонов в сыворотке крови и их ведущей роли в регуляции продолжительности 
жизни животных. 

ВМіСТ СПЕРМіДИнУ В нИРКаХ ЩУРіВ
іЗ КаРцИноМоЮ ГЕРЕна

НиКОЛюК І. Д., МУшІй Р. І.

чернівецький національний університет імені юрія Федьковича, Україна;
e-mail: igor_nykoluk@mail.ru

Одним з перспективних напрямів сучасної біології і медицини є вивчення 
поліамінів – сперміну, спермідину, путресцину — ендогенних фізіологічних регу-
ляторів клітинного метаболізму. Оскільки поліаміни беруть безпосередню участь 
у процесах росту, поділу та диференціювання клітин, вивченню ролі цих речовин 
при злоякісному рості приділяється особлива увага. Саме тому метою нашого до-
слідження стало вивчення вмісту спермідину в нирках щурів-пухлиноносіїв.

Дослідження проводили на білих щурах із трансплантованою карциномою Ге-
рена. Щурів було поділено на 2 групи: контрольну та щурів-пухлиноносіїв. Евтана-
зію тварин проводили на 10-, 18-, 25-у добу шляхом декапітації під легким ефірним 
наркозом. Вміст спермідину в нирках тварин вивчали методом високоефективної 
рідинної хроматографії. Розміри колонки 4×150 мм. Швидкість потоку – 1 мл/хв. 
Система елюенту: вода – метанол (60%). Детекція проводилась при 254 нм. 

У нирках тварин-пухлиноносіїв на 10- та 18-у добу з дня імплантації карцино-
ми зафіксовано зростання вмісту спермідину в 1,� раза порівняно з контрольними 
тваринами. На 25-у добу експерименту відмічено збільшення вмісту спермідину у 
1,5 раза. 

Збільшення кількості спермідину в нирках щурів пухлиноносіїв, перш за все, 
пояснюється тим, що він бере участь у контролі поділу і росту клітин, оскільки під 
час розвитку пухлини утворюється велика кількість метаболітів, які можуть по-
рушувати ці процеси. Одержані дані підтверджують значну роль поліамінів, особ-
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ливо спермідину, у процесах клітинної проліферації та захисну дію від продуктів 
ліпопероксидації. Раніше нами було показано зростання вмісту продуктів ліпопер-
оксидації в нирках під час росту пухлини. Зростання продуктів ліпопероксидації 
спричинює руйнування паренхіматозної тканини нирок, оскільки спермідин є ан-
тиоксидантом, тому зростання його вмісту особливо на термінальній стадії росту 
новоутворення вказує на його захисну дію в нирках.  

Отже, поліаміни, зокрема спермідин, відіграє важливу роль у захисті нирок 
під час росту злоякісного новоутворення.

ВМіСТ ВільноГо ГЕМУ Та аКТИВніСТь
КлЮЧоВИХ ЕнЗИМіВ ЙоГо МЕТаБоліЗМУ В ПЕЧінці

ЩУРіВ За інГіБУВаннЯ NO-СИнТаЗ

НІКІТчеНКО І. В., ФиЛиМОНеНКО В. П., КАЛІМАН П. А.

 Харківський національний університет ім. В. Н. Каразіна, Україна; 
e-mail: nikitchenkoiv@mail.ru

У роботі досліджували вплив хлориду геміну (ХГ, 1,5 мг/100 г) на метаболізм 
гему в печінці і крові щурів в умовах попереднього введення інгібітора NO-син-
таз – Nω-нітро-L-аргініну (L-NNA, �,5 мг/100 г). Тварин брали в дослід за 2 год 
або 24 год після ін’єкції ХГ.

Введення ХГ спричинює накопичення гемвмісних продуктів (ГВП) у сироват-
ці крові та подальше надходження їх до тканин. До печінки гем може надходити 
шляхом ендоцитозу в комплексі з гемопексином або неспецифічно захоплюватись 
клітинами. Останнє призводить до накопичення вільного (неспецифічно зв’язаного) 
гему (ВГ) в цитоплазмі та активації вільнорадикальних процесів. Введення ХГ не 
впливає на вміст гемопексину у крові, а також не спричинює підвищення вмісту 
продуктів окислення ліпідів та протеїнів у печінці, що свідчить про домінування 
рецепторопосередкованого транспортування гему. Як показник вмісту ВГ викорис-
товували насичення гемом (відношення активності холоензиму до загальної актив-
ності ) триптофан-2,�-діоксигенази (ТДО), гемзв’язувального протеїну печінки. За 
2 год після введення ХГ підвищується активність холоензиму, загальна активність 
та насичення гемом ТДО, а також знижується активність ключового ензиму син-
тезу гему, 5-амінолевулінат-синтази (АЛКС), що свідчить про накопичення ВГ в 
печінці. За добу насичення ТДО гемом зменшується, а активність АЛКС підви-
щується. Індукція гемоксигенази (ГО), що відповідає за деградацію гему, спостері-
гається за добу після ін’єкції ХГ. Введення L-NNA не впливає на динаміку рівня 
ГВП та гемопексину у крові, але повністю запобігає підвищенню насичення ТДО 
гемом. L-NNA запобігає також як зниженню активності АЛКС в перші години дії 
ХГ, так і підвищенню активності ензиму за добу. На індукцію ГО введення інгібі-
тора не впливає. У низці робіт встановлено утворення нітрозильних комплексів 
гему, що ефективніше захоплюються клітинами, ніж гем. Інгібування синтезу NO 
може призводити до зниження концентрації таких комплексів, отже до зменшення 
частки неспецифічного транспортування гему до печінки. Відомо, що індукція ГО 
спричинюється також в умовах рецепторопосередкованого перенесення гему.
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Таким чином, введення ХГ спричинює накопичення ГВП продуктів у крові та 
подальше надходження їх до внутрішньоклітинного пулу вільного гему печінки. 
L-NNA запобігає зростанню вмісту вільного гему в печінці, що підтверджується 
динамікою активності ТДО та АЛКС.

COMPUTER MODEL FOR STUDIES OF IMPACT
OF MITOCHONDRIA TRANSPORT SYSTEMS ON Ca2+

DYNAMICS IN PURKINJE NEURONS

NoVoroDoVSKA t. S. 

oles Honchar Dnipropetrovsk National University, Ukraine;
e-mail: ber_linn@yahoo.com

There are several software simulators (GEPASI, VCell etc.) of biochemical processes 
in the cells and subcellular structures. However, most of these simulators do not allow 
modeling coupled biochemical and electrical processes, which are of special interest in 
case of such electrically excitable cells as neurons. On the other hand, existing neuron 
simulators (GENESIS, NEURON) are mostly used for modeling electrical processes taken 
separately from important biochemical processes. This work was aimed at bridging the gap 
between biochemical and electrical aspects of neuronal modeling by using the possibilities 
provided in the NEURON simulation environment, which is publicly available, regularly 
updated, properly maintained by the developers. NEURON favorably differs from other 
software tools as it allows studying coupled cellular electrical and concentration processes, 
developing and exploring models of different complexity, from simple, single-compartment 
to more multi-compartmental models, from individual dendritic or axonal segments up to 
reconstructed morphologically complex dendritic arborizations of neurons. We developed 
a mathematical model of a dendritic segment of Purkinje neuron containing mitochon-
dria as the organellar Ca2+ stores for studies of the impact of the intracellular space oc-
cupancy by the organelles on cytosolic Ca2+ dynamics depending on the density of Ca2+ 
transporting molecules located in the mitochondrial membrane. The model equations took 
into account Ca2+ exchange between cytosol, extracellular medium, mitochondria, endoge-
nous calcium buffers and fluorescent dye used in experiments. Mitochondria exchanged 
Са2+ with the cytosol via uniporter and sodium-calcium exchanger. Such mitochondrial 
metabolic processes as the tricarboxylic acid cycle and aerobic cellular respiration were 
also simulated. The fraction of the intracellular volume occupied by mitochondria varied 
from �6 to 1%. Decreasing of the relative size of the mitochondria in the intracellular 
space led to the proportional decreasing of intracellular and mitochondrial Ca2+ concen-
trations. Increase of the maximal exchange flux between cytosol and mitochondria led to 
the proportional decrease in the peak values of the cytosolic and increase of mitochon-
drial Са2+ concentrations. Thus, the occupancy of the intracellular volume by the stores 
is a structural factor that can significantly modulate Ca2+ concentration. This structural 
dependence can be adequately reflected in experiments using fluorophore. The kinetic 
characteristics of Са2+ storing by the organelles are determined by the rates of binding 
to transport molecules present in the store membrane, and therefore are defined by con-
centrations (surface densities) of these molecules and their saturation at certain levels of 
cytosolic Ca2+ concentration.
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УЧаСТь КаРБоанГіДРаЗИ У РЕГУлЯціЇ
ФоТоФоСФоРИлУВаннЯ В іЗольоВанИХ

ХлоРоПлаСТаХ ШПИнаТУ 

ОНОйКО О. Б., ЗОЛОТАРьОВА О. К.

Інститут ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН України, Київ;
e-mail: membrana@ukr.net

Швидкість фотохімічних реакцій у хлоропластах вищих рослин, зокрема фо-
тофосфорилування, залежить від наявності у середовищі вуглекислого газу та/або 
аніонів вугільної кислоти. Від концентрації форм вугільної кислоти залежить також 
світлозалежний протонний обмін у хлоропластах, який контролюється активністю 
карбоангідрази – ензиму, що каталізує гідратацію вуглекислого газу та дегідрата-
цію бікарбонату. Існує думка, що фотофосфорилування стимулюється внаслідок 
активації електронного та протонного транспортування аніонами НСО�

-, однак 
дотепер взаємозв’язок цих процесів в умовах варіації концентрації СО2/НСО�

- не 
проаналізовано. Метою даної роботи було вивчення рН-залежності впливу бікар-
бонату та інгібіторів карбоангідрази на швидкість синтезу АТР в ізольованих хло-
ропластах шпинату. 

Об’єктом дослідження були хлоропласти 40-денних рослин шпинату (Spinacia 
oleracea L.). Концентрацію хлорофілу визначали за методом Арнона. Швидкість 
нециклічного та циклічного фотофосфорилування оцінювали потенціометричним 
та гексокіназним методами в діапазоні рН 6,5–8,2. 

Встановлено, що бікарбонат, доданий екзогенно до концентрації �–6 мМ, 
ефективно прискорює швидкість фотофосфорилування. Максимальна стимуляція 
спостерігається при рН середовища близько 7,0. У разі підвищення рН до 7,6–8,2 
стимулюючий ефект НСО�

- різко знижується. Стимуляція фотофосфорилування 
бікарбонатом ефективно усувається після нетривалої інкубації хлоропластів у при-
сутності інгібіторів карбоангідрази водорозчинного ацетазоламіду і ліпофільного 
етоксизоламіду в концентрації 0,5 мМ. Дія інгібіторів карбоангідрази найбільш ви-
являлася при рН середовища 7,6: швидкість синтезу АТР, яка у присутності 6 мМ 
бікарбонату перевищувала контрольну у 2,� раза, після додавання ацетазоламіду і 
етоксизоламіду знижувалася и складала лише 120 та 125% контрольного значення 
відповідно. 

Одержані дані дозволяють дійти висновку, що швидкість фотофосфорилування 
залежить не тільки від концентрації бікарбонату, а й від активності карбоангідра-
зи. Роль карбоангідрази, яка забезпечує швидку трансформацію форм вугільної 
кислоти, полягає у збереженні достатньо високої концентрації вільного бікарбо-
нату, що акцептує протони в центрах їхнього звільнення та прискорює протонне 
перенесення.  

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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аКТИВаціЯ КаСПаЗИ-3 У ТРанСФоРМоВанИХ
Т-ліМФоцИТаХ За ФоТоДИнаМіЧноЇ ТЕРаПіЇ

ФУлЕРЕнаМИ С60

1,2ПАЛиВОДА К. О., 2САМОйЛеНКО А. А., 1ГРиНюК І. І.,
1ПРиЛУЦьКА С. В., 2ДРОБОТ Л. Б., 1МАТишеВСьКА О. П. 

1Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
2Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;

e-mail: pkseniia@yahoo.com

Пошук біологічно активних матеріалів для розробки фотодинамічної терапії, 
направленої на селективне знищення трансформованих клітин, є одним з актуаль-
них завдань сучасної біохімії. У зв’язку з цим інтенсивно досліджується новий 
клас нанорозмірних вуглецевих сполук – фулеренів С60. Молекула фулерену С60 
складається із шістдесяти вуглецевих атомів і має форму сфери діаметром 0,7 нм. 
Внаслідок фотозбудження проявляється здатність фулеренів С60 генерувати в клі-
тині активні форми кисню та спричиняти клітинну загибель. Механізми такої за-
гибелі (апоптоз або некроз) вивчені недостатньо. Метою досліджень було оцінити 
життєздатність та функціональний стан каспази-� в нормальних і трансформова-
них Т-клітинах за дії фотозбуджених фулеренів С60.

Культивування клітин (тимоцитів щура і клітин людської лімфоми лінії Jurkat) 
проводили в СО2-інкубаторі в середовищі RPMI 1640, що містило 10% ембріональ-
ної сироватки теляти. Суспензію клітин з фулеренами опромінювали дейтеріє-
во-ртутною лампою на відстані 5 см від джерела світла в діапазоні довжин хвиль 
�20–580 нм. Життєздатність клітин визначали за допомогою МТТ-тесту. Актива-
цію каспази-� оцінювали Вестерн-блот аналізом.

Після короткотривалого опромінення видимим УФ-світлом клітин лінії Jurkat, 
що були передінкубовані протягом 1 год у присутності 10-5 М фулеренів С60, жит-
тєздатність клітин знижувалася на 50 ± 4%. Виявлено залежність цитотоксичного 
впливу фотозбуджених фулеренів С60 на трансформовані Т-клітини від часу оп-
ромінення та від концентрації діючих речовин. Показано, що через 24 год піс-
ля фотозбудження фулеренів С60 у клітинах лінії Jurkat виявлялися фрагменти з 
молекулярною масою 17 і 19 кДа, які є продуктами розщеплення прокаспази-� 
(�5 кДа). Рівень активації каспази-� у клітинах Jurkat на цей час зростає у 20 разів 
порівняно з видимим УФ-опроміненням за відсутності фулеренів С60. Водночас 
вплив фотозбуджених фулеренів С60 на життєздатність тимоцитів щура не вияв-
лено. Рівень активації каспази-� у тимоцитах упродовж досліджуваного часу дії 
фотозбуджених фулеренів С60 не перевищує рівень, який спостерігається під час 
спонтанного апоптозу тимоцитів. Виявлена вибірковість цитотоксичної дії фото-
збуджених фулеренів С60 на злоякісно трансформовані Т-лімфоцити свідчить про 
перспективність дослідження їхніх фотосенсибілізувальних ефектів.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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ВПлИВ інФіКУВаннЯ ЗБУДнИКоМ
цЕРКоСПоРЕльоЗУ на інДУКціЮ

мРнК ГЕна лЕКТИнУ

ПАНюТА О. О.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: panyuta@ukr.net

Досліджували динаміку вмісту мРНК захисного протеїну лектину у пророст-
ках контрастних за стійкістю сортів (сприйнятливого – Миронівська 808 та резис-
тентного – Roazon) озимої пшениці (triticum aestivum L.) за інфікування суспензією 
конідій Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron) Deighton (титр 5–7×104 КУО/см�) 
впродовж шести годин з моменту інокуляції. Кількість мРНК визначали методом 
полімеразної ланцюгової реакції із зворотною транскрипцією (ЗT-ПЛР).

Внаслідок проведених досліджень виявили поступове накопичення мРНК лек-
тину в здорових проростках сприйнятливого сорту: за перші 1,5 год вміст мРНК 
збільшився на 10% по відношенню до початкового рівня, а на 6-у годину – на 
56%. Це підтверджує дані про існування в зародках пшениці пула запасних форм 
лектинових мРНК. На ранніх етапах інфікування (через 1,5 год з моменту інокуля-
ції) зареєстровано істотний спад кількості мРНК (на 28% порівняно з контролем), 
ймовірно, під впливом супресорів гриба. Впродовж наступних годин експерименту 
зареєстровано поступове підвищення вмісту мРНК (з перевищенням контрольних 
значень на 10–15%) в інфікованих проростках, тобто відбувається подолання рос-
линою інгібуючої дії гриба і активація захисних реакцій.

У здорових проростках резистентного сорту виявили коливання (в межах 9%) 
вмісту мРНК із поступовим накопиченням. На підставі одержаних результатів 
припустили, що пул запасних форм лектинових мРНК є майже сформованим. В 
умовах інфікування кількість мРНК зростає із �-ї години досліду і на 6-у годину – 
перевищує контрольні значення на 15%. На нашу думку, у відповідь на дію патоге-
ну відбувається експресія гена та накопичення мРНК лектину. Тобто індукується 
синтез мРНК захисних сполук, що сприяє формуванню набутої стійкості. 

Порівняння результатів дослідження накопичення лектинової мРНК у про-
ростках різних за стійкістю сортів пшениці показало, що і в контролі, і за інфіку-
вання вміст мРНК у проростках резистентного сорту є вищим, ніж у проростках 
сприйнятливого: у 2,6–�,8 та у 2,9–4,7 раза відповідно. Отже, запасний пул мРНК 
лектину у тканинах проростків відносно резистентного сорту набагато масивні-
ший, що, ймовірно, забезпечує стійкість сорту до даного патогену.
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ВПлИВ аРоМаТИЧнИХ СПолУК на КільКіСТь
Та ГЕТЕРоГЕннИЙ СКлаД ПоВЕРХнЕВИХ ліПіДіВ

У лИСТКаХ РоСлИнИ КаланХоЕ

ПАЩеНКО Л. С., шТеМеНКО Н. І.

Дніпропетровський національний  університет
імені Олеся Гончара, Україна;
e-mail: liliana.muzika@mail.ru

Поверхневі ліпіди (ПЛ) у листках рослин – позаклітинний біохімічний бар’єр, 
який забезпечує пасивну стійкість рослинного організму. Існують дані про те, що 
ПЛ рослин не є повністю інертним шаром, якому притаманна тільки бар’єрна 
функція, а і про те, що ПЛ беруть участь у процесі адаптації. Метою цього до-
слідження було проаналізувати зміни складу ПЛ під впливом деяких ароматичних 
сполук. Об’єктами досліджень були рослини виду (Kalanchoe digremonia L.). До-
сліджували вплив хлорбензолу, нонілфенолу, 2,4,6-тринітрофенолу на склад ПЛ 
методами функціонального аналізу і хроматографії. Встановлено, що під впливом 
усіх ароматичних сполук відбувається збільшення кількості поверхневих ліпідів у 
2,5–7,6 разів. Таку реакцію рослин слід вважати адаптивною, оскільки, на нашу 
думку, більш розвинений поверхневий шар в умовах екзогенної дії ефективніше 
захищає фотосинтетичний апарат рослини. Під впливом хлорбензолу практично 
не відбувається змін у полярності компонентів поверхневих ліпідів, оскільки ве-
личини Rf близкі до контрольних. Під впливом нонілфенолу значно зменшується 
полярність вуглеводної фракції (на 9,�7%) та фракції оксосполук (на 10,25%). Під 
впливом 2,4,6 – тринітротолуолу знайдено тільки значні зміни у полярності ок-
сосполук, а саме зменшення на 10,4�%. Визначено різний характер змін у складі 
поверхневих ліпідів під впливом застосованих ароматичних сполук. Щодо впливу 
ароматичних сполук на полярність компонентів поверхневих ліпідів, то токси-
канти можна розмістити у такий ряд: нонілфенол > тринітротолуол > хлорбензол. 
Знайдено, що  під  впливом ароматичних сполук відбувається зниження кількості 
оксосполук у середньому на 65–100% порівняно з контролем. Отже, показано, що 
під впливом ароматичних сполук відбуваються суттєві зміни складу ПЛ, які сто-
суються полярності компонентів та змісту оксосполук. Обговорюються можливі 
шляхи біосинтезу компонентів ПЛ, що можуть бути порушені дією ароматичних 
сполук. 

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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ВПлИВ РіВнЯ NO2
- на ВИЖИВаніСТь

Та ПРоліФЕРаціЮ ЕнДоТЕліальнИХ КліТИн
В 2D- Та 3D-КУльТУРаХ 

ПеРеПеЛиЦІНА О. М., ГАРМАНчУК Л. В., НАУМеНКО Н. М.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Україна;
e-mail: natashaha2009@mail.ru

Ендотелій продукує ряд важливих вазоактивних факторів, що беруть участь у 
формуванні та дозріванні судин. Одним із них є молекула NO2

-, яка утворюється із 
L-аргініну за участю ензиму NO-синтази (NOS). Припускають, що через NO2

- опо-
середковується вплив  на диференціацію та проліферацію ендотеліоцитів  фактора 
росту ендотеліальних клітин (VEGF).

Мета роботи полягала у дослідженні залежності між концентрацією NO2
- в 

культуральному середовищі та рівнем виживаності і проліферації ендотеліальних  
клітин.

Ендотеліальні клітини лінії МАЕС інкубувалися за умов моношарового (2D) 
та стероїдного (�D) росту з VEGF, донорами NO (натрій нітропрусид – SNP), ін-
гібіторами NOS (ЕDTA, LaCl�), доданих у різних концентраціях, а також в умовах 
інкубації клітин за одночасного внесення VEGF та інгібіторів NOS. При цьому 
порівнювалася виживаність та проліферація клітин в 2D, �D-культурах залежно 
від рівня NO2

- в міжклітинному середовищі. Виживаність клітин і проліферація 
вимірювалася за допомогою МТТ-тесту та підрахунку живих/мертвих клітин після 
фарбування трипановим синім, кількість NO2

- – з використанням реакції Гріса. 
Вірогідними вважалися дані з P < 0,05.

Встановили, що SNP значно підвищує рівень NO2
- в 2D культурi (в середньому 

на 11� ± 9%), та не впливає на продукцію NO2
- клітинами сфероїдів. При цьому 

кількість живих клітин у моношарі під впливом SNP зменшується на 15,7 ± 0,9%, 
тоді як в умовах �D-росту показники виживаності не відрізняються від аналогічних 
у контролі. EDTA та LaCl� інгібують активність NOS відповідно на �5,8 ± 1,78% 
та 57,6 ± �,4% в моношарі, збільшуючи кількість живих клітин на 46,1 ± �,1% 
та 185 ± 14%. На �D-культурі зафіксовано, що ЕDTA зменшує кількість NO2

- на 
40,4 ± 2,15%; виживаність також зменшується на 15,5%, а вплив LaCl� незначний. 
Продукція NO2

- клітинами за умов 2D- та �D-росту за додавання VEGF зростає 
на 9�,2 ± 5,8% та 7�,2 ± 7,24% відповідно. За одночасного інкубування клітин з 
VEGF і інгібіторами NOS показники продукції NO2

- та виживаності такі самі, як 
за впливу  інгібіторів NOS.

Отже, інгібітори NOS є ефективнішими активаторами проліферації, ніж VEGF 
у досліджуваних концентраціях. �D-культури є менш чутливими до впливу донорів 
NO та інгібіторів NOS, ніж 2D-культури. Рівень проліферації обернено залежний 
від рівня NO2

- як у разі додавання активаторів, так й інгібіторів NOS.
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цИТоТоКСИЧноСТь ТРоГлИТаЗона – СТРУКТУРноГо
аналоГа α-ТоКоФЕРола – оПоСРЕДУЕТСЯ

ИнГИБИРоВанИЕМ NAD(P)H-ХИноноКСИДоРЕДУКТаЗЫ
(DT-ДИаФоРаЗЫ)

ПеТРОВА Г. В., ДОНчеНКО Г. В.

институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев;
e-mail: petrova@biochem.kiev.ua

Тиазолидиндионы, или глитазоны – класс фармацевтических препаратов для 
лечения диабета 2-го типа, первым из которых клиническое применение нашел 
троглитазон. Однако вскоре у пациентов обнаружилась высокая гепатотоксичность 
троглитазона, и после нескольких смертельных или требующих трансплантации 
печени случаев троглитазон был изъят из продажи. В то же время, химически моди-
фицированные глитазоны, как например пиоглитазон, не проявляют токсичности 
и широко используются по сей день. Интерес для данного исследования представ-
ляет тот факт, что троглитазон в структуре молекулы содержит хромановое ядро, 
абсолютно идентичное α-токоферолу (α-ТФ), в то время как другие глитазоны его 
лишены. На сегодняшний день неизвестными являются не только сами механиз-
мы, определяющие токсичность троглитазона, но и невыясненным остается вопрос 
о том, связаны ли они с наличием в структуре троглитазона хроманового ядра. Ра-
нее нами показано, что укорочение длины боковой цепи в молекуле α-ТФ с 16 до 
6 атомов углерода (α-ТФ-С6) приводит к появлению цитотоксических свойств, что 
не характерно для нативного α-ТФ. Мы предположили, что троглитазон, с точки 
зрения его строения, можно рассматривать как α-ТФ с модифицированной боко-
вой цепью, и что именно такая структура определяет его токсичность. 

Установлено, что α-ТФ и пиоглитазон вплоть до концентрации 100 мкМ не 
изменяют жизнеспособность тимоцитов крысы, в то время как троглитазон и 
α-ТФ-С6 оказывают выраженное цитотоксическое действие. Впервые показано, что 
троглитазон и α-ТФ-С6, но не пиоглитазон, зависимым от концентрации образом 
ингибируют DT-диафоразу и этот эффект усугубляется ее специфическим ингиби-
тором – дикумаролом. В то же время α-ТФ в эквимолярной концентрации увели-
чивает активность энзима на 45%. Полученные данные позволяют заключить, что 
цитотоксическое действие троглитазона и α-ТФ-С6 сходно, связано с наличием в 
их структуре хроманового ядра с модифицированной, по отношению к нативному 
α-ТФ, боковой цепью и опосредуется ингибированием DT-диафоразы – энзима 
детоксикации ксенобиотиков. Активация DT-диафоразы самим α-ТФ может рас-
сматриваться как один из механизмов его цитопротекторного действия по отноше-
нию к веществам, токсичность которых связана с модуляцией активности данного 
энзима. 

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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ВПлИВ ТіоацЕТаМіДУ на оСоБлИВоСТі
ФУнКціонУВаннЯ ЕнЗИМіВ ПЕРоКСИДаціЇ

В оРГаніЗМі ЩУРіВ

ПеТРУНь Л. М., КРиСюК І. П.

Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: petrun@biochem.kiev.ua

Відомо що, поліаміни впливають на активність багатьох ензимів внаслідок 
значної спорідненості до негативно заряджених ділянок протеїнових структур та 
здатності модифікувати конформацію макромолекул, знижуючи в кінцевому рахун-
ку небезпечність ліпопероксидації та деструкції мембран, у тому числі і оксидатив-
ний стрес. Тіолові сполуки виконують захисну (за опромінення) та детоксикаційну 
роль, а тіоацетамід є специфічним індуктором орнітиндекарбоксилази – ензиму, 
що контролює синтез поліамінів. Відношення до тіоацетаміду двояке – з одного 
боку, він у певних концентраціях спричинює ріст пухлини в печінці щурів, а з ін-
шого боку, введення тіоацетаміду в низьких дозах зумовлює регенерацію тканини 
печінки.

Оскільки останнім часом багато дослідників приділяють увагу явищу гіпобіо-
зу, ми досліджували печінку нормальних щурів, тварин, що знаходились у стані 
штучного гіпобіозу, тварин, яким було введено тіоацетамід за 24 години до дека-
пітації, та тварин, у яких на фоні введеного тіоацетаміду було спричинено стан 
штучного гіпобіозу.

Так, за входження щурів у стан гіпобіозу ксантиноксидазна (КОД) та ксан-
тиндегідрогеназна (КДГ) активність значно підвищувались порівняно з контро-
лем. Тіоацетамід зумовлює практично таке саме підвищення обох ензимів. Але 
дія тіоацетаміду на фоні гіпобіозу є зворотною. Активність ензимів зменшувалась, 
наближаючись до норми. У процесі ксантиноксидазної реакції відбувається окис-
лення залізосірчаних центрів ензиму з утворенням супероксидного радикала. Далі 
утворений Н2О2 дає початок гідроксильному радикалу через молібденовий кофак-
тор, що супроводжується зміною валентності молібдену. Можливо на фоні вве-
деного тіоацетаміду спостерігається конкурентне інгібування активності ензиму 
на етапі зміни валентності молібдену, коли гідрооксид переноситься на субстрат. 
У разі ксантиндегідрогенази можливо відбуваються деякі конформаційні зміни, і 
тоді вона стає доступнішою для тіоацетаміду.

Показано, що тіоацетамід, попередньо введений в організм щурів до стану 
гіпобіозу, конкурентно інгібує ксантиноксидазну та ксантиндегідрогеназну актив-
ність порівняно з гіпобіозом, наближаючи її до норми. Це підтверджується зміною 
співвідношення КОД/КДГ.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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ЗМіна аКТИВноСТі
ФоСФаТИДИлХолін-ГіДРоліЗУЮЧИХ ФоСФоліПаЗ С
РоСлИн У ВіДПоВіДь на ДіЮ БіоТИЧноГо СТРЕСУ

1ПОКОТиЛО І. В., 1КРАВеЦь В. С., 2МАРТІНеЦ Я.
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Механізми внутрішньоклітинної трансдукції сигналів, що залучають вторинні 
месенджери як продукти каталізу мембранних фосфоліпідів за участю фосфолі-
паз, на сьогодні постають одними з головних чинників  регуляції метаболізму 
клітин рослин як за фізіологічних умов, так і за умов дії стресорних чинників 
середовища. 

За допомогою використання флуоресцентно-міченого фосфоліпіду фосфати-
дилхоліну продемонстровано швидкі зміни рівня продукції діацилгліцеролу (ДАГ) 
у клітинах культур тютюну BY2 та арабідопсису AtH у відповідь на дію маркерних 
сполук асоційованих зі станом біотичного стресу. Концентрація ДАГ у мембра-
нах клітин істотно змінювалась в умовах впливу ліпополісахаридних еліситорів та 
термоінактивованих бактерій Pseudomonas syringae, а також за дії специфічного елі-
ситору – N-кінцевого 22-амінокислотного пептиду бактеріального протеїну фла-
геліну. Також продемонстровано зміну рівня продукції ДАГ в умовах дії рослин-
них гормонів – саліцилової кислоти та метилжасмонату, що залучені до процесів 
регуляції взаємодій рослина–патоген. 

Припускається, що ДАГ є продуктом фосфатидилхолін-гідролізуючих фос-
фоліпаз С (ФХ-ФЛС) – ензимів, що залучені до регуляції активності протеїнкіназ 
С ссавців і які лише нещодавно були ідентифіковані у рослин.  

Аналіз мутантних рослин арабідопсису з нокаутованими генами шести іден-
тифікованих ізогенів ФХ-ФЛС показав, що ці рослини характеризуються суттєво 
зниженим рівнем стійкості до атаки патогенних бактерій. Вивчення експресії генів 
методом полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі дозволив виявити акти-
вацію експресії двох ізогенів фосфатидилхолін-гідролізуючих ФЛС в умовах атаки 
патогенних бактерій Pseudomonas syringae в перші вісім годин після інфікування. 

У дослідженні розглядається можлива участь ФХ-ФЛС, нового компонента 
рослинного фосфоліпазного сигналізування, у регуляції клітинних захисних ме-
ханізмів, спрямованих на захист проти дії патогенів. 

Робота виконана за підтримки гранту Міжнародного фонду Вишеград, www.
visegradfund.org
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ДоСліДЖЕннЯ МолЕКУлЯРнИХ
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СИГналУ В УМоВаХ ЗлоЯКіСноГо РоСТУ
Та ПРоМЕнЕВоЇ ТЕРаПіЇ

РАЄЦьКА Я. Б., СТРОЦьКА Є. А., МАНДРиК С. Я.,
ПРеОБРАжеНСьКА Т. Д., ОСТАПчеНКО Л. І.
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Онкологічні захворювання серед населення різних країн досягли загрозливого 
рівня. В Україні така тенденція прискорюється активними чинниками забрудне-
ного довкілля, зокрема, внаслідок аварії на ЧАЕС. Вибір вірної стратегії лікуван-
ня та розробка його нових способів потребує розуміння молекулярних механізмів 
виникнення злоякісних новоутворень, з’ясування яких є актуальною проблемою 
фундаментальної біології.

Метою роботи було з’ясування молекулярних механізмів трансдукції сигналів 
у клітинах різного походження у разі розвитку карциноми Герена і локального рент-
генівського опромінення тварин у терапевтичних дозах.

У дослідах використовували білих лабораторних щурів-самців з масою тіла 
1�0 ± 10 г, (розведення віварію УНДІОР), яких утримували на стандартному ра-
ціоні віварію. Тваринам трансплантували карциному Герена шляхом підшкірної 
ін’єкції у ділянку стегна задньої кінцівки 20%-ої суспензії пухлинних клітин на 
0,9%-му розчині NaCl. При дослідженні ПОЛ та молекулярних механізмів транс-
дукції сигналу пухлину на 8-му добу після прищеплення піддавали локальному 
рентгенівському опроміненню в терапевтичних дозах на апараті РУМ–17 за таких 
умов: напруга – 180 кВ, сила струму – 10 мА, фільтри – 0,5 мм Cu +1,0 мм Al, по-
тужність дози – 12� Р/хв, шкірно-фокусна відстань – 25 см. Тварин декапітували 
через 1, � та 7 діб після локального опромінення.

Останнім часом лікування злоякісних новоутворень ґрунтується на індивідуаль-
ному підході щодо вибору заходів. Радіотерапія залишається одним із головних 
методів лікування злоякісних новоутворень, поряд із хірургічним і хіміотерапев-
тичним лікуванням. Проте променева терапія призводить до стресового стану в 
організмі, який проявляється, зокрема, у пригніченні захисних протипухлинних 
реакцій. 

На підставі проведених досліджень встановлено, що опромінення призво-
дить до змін значень пероксидного окислення ліпідів та молекулярних механізмів 
трансдукції сигналу в умовах злоякісного росту. Порушення процесів перокси-
дації внаслідок опромінення супроводжувалося змінами активності аденілат- та 
гуанілатциклаз, вмісту цАМФ та цГМФ, а також ензимів, активність яких мо-
дулюється вищезазначеними чинниками (цАМФ-, цГМФ-, Са2+, фосфоліпідза-
лежні протеїнкінази). Отже, радіотерапія на певному етапі динаміки розвитку пух-
лин приводить до нормалізації біохімічних показників клітинного метаболізму. 
Кількісні зміни вмісту циклічних нуклеотидів, а також активності ензимів їхнього 
синтезу та гідролізу і тих, що каталізують завершені етапи проходження сигналів, 
засвідчують участь регуляторних систем у формуванні адаптаційних реакцій на 
пошкоджуючий вплив злоякісного росту та радіації.
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ЕФЕКТИ L-аРГінінУ на ТКанИннЕ ДИХаннЯ
ПЕЧінКИ ЩУРіВ
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L-Аргінін і продукти його метаболізму можуть виступати регуляторами обміну 
речовин, справляти фармакологічну і навіть токсичну дію на різних рівнях організ-
му. Провести межі між усіма функціональними властивостями L-аргініну часом 
буває доволі важко: спрямованість і величина ефектів залежить від дози, що за-
стосовується для дослідження або корекції патологічних станів. Дослідження біо-
логічного ефекту L-аргініну проведені, загалом, за досить високих концентрацій, 
коли організм перебуває у станах стресу, патології. Близькі до фізіологічних дози 
в цьому аспекті є маловивченими. Тому метою нашої роботи стало дослідження 
впливу L-аргініну в концентраціях 10 і 20 мг/л на процеси тканинного дихання in 
vitro. Швидкість споживання кисню в гомогенатах печінки щурів визначали поля-
рографічним методом на LP-60 із використанням відкритого платинового електро-
да, каліброваного за О2.

Полярографічні дослідження (in vitro) показали, що L-аргінін (10 мг/л) вірогід-
но підвищує швидкість ендогенного дихання гомогенату на 2�% (P < 0,02). Майже 
так само діє амінокислота за вдвічі більшої концентрації (21%, P < 0,01). Субстрат-
не й фосфорилююче окислення (у разі використання таких субстратів, як сукцинат 
(FAD-залежний) і малат (NAD-залежний) за концентрацій 1 та 2 мМ/л відповідно) 
не підпадає під вплив L-Arg за обох концентрацій. Проте амінокислота за пер-
шої концентрації на 28% (P < 0,05) стимулює контрольоване дихання, якщо як 
субстрат використовується сукцинат. Останнє вказує, відповідно, на послаблення 
дихального контролю за Чансом. Ефективність окисного фосфорилювання за ви-
користання малату в тій самій концентрації амінокислоти істотно зменшується (на 
57%, Р < 0,05), а у разі застосування сукцинату не змінюється.

Таким чином, ефективнішою щодо процесів мітохондріального дихання вияв-
ляється менша концентрація амінокислоти – 10 мг/л. При цьому L-аргінін вияв-
ляє помітний (на 28%, P < 0,01) ефект роз’єднання дихання й фосфорилювання 
(субстрат – сукцинат), що узгоджується з результатами, які отримали Кургалюк 
(2002) та Смоляр (2000). За використання малату як субстрату ефективність утилі-
зації О2 значно знижується.

Отже, L-аргінін у застосованих нами концентраціях, особливо в меншій кон-
центрації (10 мг/л), виявляється ефективним регулятором процесів мітохондріаль-
ного окислення, зокрема у тканині печінки.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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Шлях транссульфування є важливим для елімінації підвищеного рівня гомо-
цистеїну. Тканини, в яких відсутній шлях транссульфування або знижена актив-
ність ензимів, особливо чутливі до гіпергомоцистеїнемії. Цистатіонін-β-синтаза 
(CBS) та цистатіонін-γ-ліаза (цистатіоназа, CSЕ) є ензимами шляху транссульфу-
вання гомоцистеїну. CSЕ каталізує розщеплення цистатіоніну на цистеїн і α-кето-
бутарат, що є фінальним етапом шляху транссульфування гомоцистеїну. Цистеїн 
використовується для синтезу таурину. За окислення цистеїну ензимом цистеїн-
діоксигеназою (CDO) утворюється цистеїнсульфінат, що декарбоксилюється за 
участю цистеїнсульфат-декарбоксилази (CSAD) до гіпотаурину.  На разі невідомо, 
чи експресуються ензими CBS, CSЕ, CDO та CSAD у плаценті людини та чи ак-
тивний шлях транссульфування гомоцистеїну і біосинтезу таурину. Тому метою 
дослідження було встановити експресію ензимів CBS, CSЕ, CDO та CSAD у пла-
центі людини. 

Експресію CBS, СSE, CDO, CSAD на рівні мРНК визначали методом поліме-
разної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією (ЗТ-ПЛР) на рівні протеї-
ну – Вестерн-блот аналізом. Об’єктом дослідження була плацента людини першого 
(8–10 тижнів гестації) та третього (�8–40 тижнів гестації) триместрів вагітності.

Вперше методом ЗТ-ПЛР виявлено специфічну мРНК СBS, СSE, CDO та 
CSAD у плаценті першого та третього триместрів вагітності людини. Експресію 
повнорозмірного протеїну CBS (6� кДа) підтверджено Вестерн-блот аналізом із 
використанням специфічних антитіл. Експресія СBS, СSE, СDO та CSAD вказує 
на функціонування у плаценті людини шляхів транссульфування, важливого для 
елімінації гомоцистеїну, і біосинтезу таурину.

Виявлено експресію СBS, СSE, СDO та CSAD на рівні мРНК і CBS на рівні 
протеїну у плаценті першого і третього триместрів вагітності людини. 

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї



2��ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

ВлИЯнИЕ ДЕТЕРГЕнТоВ
на БИоТРанСФоРМацИЮ ПРоГЕСТЕРона

ТРанСГЕннЫМИ ДРоЖЖаМИ Yarrowia lipolytica, 
ЭКСПРЕССИРУЮЩИМИ цИТоХРоМ P-450c17

РУДАЯ е. В., ФАЛеТРОВ Я. В., ФРОЛОВА Н. С., СТРеХА и. С.
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Цитохром P-450c17 (CYP17) млекопитающих эффективно катализирует 
17α-гидроксилирование прогестерона – важную реакцию для получения глю-
кокортикоидных гормонов. Трансгенные дрожжи, экспрессирующие цитохром 
P-450c17 совместно с рядом других энзимов стероидогенеза млекопитающих, ин-
тересны как потенциальный промышленный биокатализатор нового типа для 
микробиологического получения таких стероидов. Использование больших кон-
центраций липофильных стероидных субстратов, являющихся желательным для 
условий производства, лимитируются рядом факторов. Один из них – незначи-
тельная растворимость липофильных стероидов в водных средах (культуральной 
жидкости), который может быть преодолен с помощью детергентов. Целью работы 
было исследовать влияние ряда детергентов (Твин 80, Эмульген 91�, Тритон-X100, 
цетилтриметиламмония бромид (CTAB), холат Na, додецилсульфат Na (SDS)) и 
полиэтиленгликоля 600 (ПЭГ) на 17α-гидроксилирование прогестерона (началь-
ная концентрация 125 мкМ) клетками трансгенных дрожжей yarrowia lipolytica 
DE5-54.1, экспрессирующие P-450с17 и P-450scc под контролем промотора изоцит-
рат-лиазы (индуктор – этанол). Концентрация детергенов – 0,2%. Клетки выра-
щивались на среде YNB c глицерином и этанолом в качестве источников углерода 
до оптической плотности при 600 нм 8,5 (2×108 клеток/мл). Степень образования 
17α-гидроксипрогестерона в случае добавки твина 80, эмульгена 91�, тритона-X100, 
CTAB, холата Na, SDS и ПЭГ за �0 ч составляли 47, 44, �0, 0, 40, 0 и �4% соот-
ветственно (в контроле – 2�%). В случае со CTAB и SDS биотрансформация не 
наблюдалась, что свидетельствует об их токсичности. Остальные детергенты сти-
мулируют 17α-гидроксилирование прогестерона данными дрожжами.
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ЖИРноКИСлоТнИЙ СКлаД ПлаЗМаТИЧноЇ
МЕМБРанИ КліТИн СлИЗоВоЇ оБолонКИ ШлУнКа

ЩУРіВ В УМоВаХ ЕКСПЕРИМЕнТальноГо
УТВоРЕннЯ ВИРаЗКИ

РУДеНКО Я. О., КОВАЛьОВА В. А., ВишНеВСьКА А. Г.,
МОРГАЄНКО О. О., ОСТАПчеНКО Л. І.
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Плазматичні мембрани (ПМ) клітин слизової оболонки шлунка (СОШ) є од-
нією із найважливіших ланок у розвитку виразки. Пошкодження даної органели 
неминуче порушує нормальне функціонування клітин, змінює проходження сиг-
нальних каскадів, порушує роботу рецепторів та мембранозв’язаних ензимів. Різні 
ульцерогенні фактори чинять прямий та опосередкований вплив на клітинні мем-
брани. Співвідношення ліпідів у ПМ є дуже важливим для підтримання сталості 
властивостей мембран. Цей показник впливає на в’язкість мембрани, від якої зале-
жить лабільність та функціонування протеїнової складової мембран і, відповідно, 
клітини в цілому.

У дослідах використовували білих нелінійних щурів з масою тіла близько 200 г. 
Стресову модель виразки шлунка створювали методом «соціального іммобілізацій-
ного стресу» в модифікації Гройсмана та Каревіної. Ураження СОШ за методом 
Окабе спричинювали етанолом. Клітини СОШ одержували за допомогою пронази, 
а фракцію плазматичних мембран – центрифугуванням у градієнті сахарози. Ме-
тилові ефіри жирних кислот одержували додаванням до них метилового розчину 
гідроксиду калію і аналізували методом газової хроматографії.

Внаслідок проведеної роботи виявлено зміни співвідношення вільних жирних 
кислот у плазматичних мембранах клітин за обох досліджуваних моделях виразки. 
Відмічено зростання вмісту пальмітинової (С16) та стеаринової (С18) кислот як в 
умовах стресової (219 і 118%), так і в умовах етанолової (158 і 45%) моделей виразки. 
Оскільки досліджені жирні кислоти є основними компонентами мембранних фос-
фоліпідів, одержані дані можуть бути ознакою посилення гідролізу фосфоліпідів 
мембрани. Цей процес може відбуватися внаслідок посилення пероксидного окис-
лення ліпідів або зростання активності фосфоліпази класів А1, А2 та В. Вміст 
міристинової кислоти (С14) збільшується на 64% лише за етанолової моделі. Під 
впливом стресу відбувається більш ніж десятикратне збільшення вмісту олеїнової 
кислоти (С18:1). Вміст бегенової кислоти (С22) зменшується за обох досліджуваних 
моделей – на 67% в умовах стресу та на 72% в умовах етанолової моделі. Вміст ей-
козанової кислоти (С20) зменшується на 59% лише в умовах стресу.

Отже, було виявлено різнонаправлені зміни жирнокислотного складу ПМ 
СОШ щурів у разі застосування як етанолової, так і стресової моделей експери-
ментальних виразок. Виявлені порушення можуть розвиватися внаслідок адаптації 
клітин до дії етанолу або бути результатом пошкодження ліпідного обміну клітин 
в умовах активації вільнорадикального окислення. 
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ТРанСФоРМаціЯ ГліКо- і ФоСФоліПіДіВ
ФоТоСИнТЕТИЧнИХ МЕМБРан РоСлИн

В УМоВаХ ДЕФіцИТУ ФоСФоРУ

СВЄТЛОВА Н. Б., БІДА О. В., ТАРАН Н. ю., ГАНчУРІН В. В.
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Нестача фосфатів є одним із факторів навколишнього середовища, який спри-
чинює зміну у функціонуванні багатьох метаболічних процесів, спрямованих на 
мобілізацію та зменшення використання фосфору в рослинному організмі. Однією 
із ключових складових регуляторної системи метаболізму фосфору є трансформації 
ліпідних компонентів, зокрема фосфо- і гліколіпідів, вміст яких є чутливим показ-
ником фосфатного голодування рослин. Оцінюванням фізіологічного стану рос-
лин сортів озимої пшениці за біохімічними маркерами ліпідного комплексу в умо-
вах дефіциту фосфору встановлено, що його нестача ініціює як біосинтез ліпідів, 
так і деградацію їх у фотосинтетичних мембранах. Результати аналізу трансфор-
мацій гліко- і фосфоліпідів виявили здатність рослин пшениці озимої (triticum 
aestivum L.) реагувати на дефіцит фосфатів шляхом селективного накопичення 
сульфохіновозилдіацилгліцеролу (СХДГ) і дигалактозилдіацилгліцеролу (ДГДГ). 
З огляду на те, що в клітинах рослин, біосинтез СХДГ відбувається виключно в 
мембранах пластид, а фосфатидилгліцерол (ФГ) є єдиним фосфоліпідом у мембра-
нах тилакоїдів, зменшення вмісту останнього компенсується  стабільністю  вмісту  
іншого аніонного ліпіду – СХДГ для збереження аніонного характеру мембранних 
ліпідів та підтримання оптимального рівня перебігу фотосинтетичних процесів 
у хлоропластах. Наявність компенсаторних механізмів заміщення аніонного ФГ 
нефосфоровмісним аніонним СХДГ у пластидних мембранах, дозволяють адапту-
ватися рослинам пшениці до умов обмеження фосфатів. Такі спрямовані адаптив-
ні структурні перебудови в мембранах підтримують рівновагу в конформаційних 
перебудовах макромолекул, задіяні в реалізації адаптивного потенціалу рослин і 
тому є важливими біохімічними показниками для характеристики ендогенних ін-
дукторів стійкості в умовах дефіциту фосфатів.

Досліджені трансформаційні перебудови ліпідних компонентів дозволили нам 
охарактеризувати сорти пшениці озимої за рівнем стійкості до фосфорного дефіци-
ту. З’ясовані відмінності у складі гліко- і фосфоліпідів на ранніх етапах онтогенезу 
рослин сорту Київська остиста свідчать про екологічно виправдану доцільність 
його вирощування на ґрунтах із низьким вмістом рухомих форм фосфору.
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ПоРіВнЯльнИЙ аналіЗ ВПлИВУ
МоноХРоМаТИЧноГо СИньоГо СВіТла

на аКТИВніСТь Na+, K+-аТР-ази МЕМБРан ЗаРоДКіВ
В’Юна В УМоВаХ IN VITRO Та IN VIVO
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З появою нових оптичних джерел світла, простих у користуванні, широкого 
діапазону спектра, збільшились і масштаби застосування терапевтичних ефектів 
світла. Зокрема, синє світло набуло широкого застосування у багатьох галузях ме-
дицини. На практиці світло синього спектра, отримане з допомогою світлодіодів, 
використовується у терапії новонароджених із захворюванням жовтухи. З його до-
помогою успішно запобігають появі радіодерматитів під час лікування раку молоч-
ної залози. Відомо, що синє світло впливає на використання кисню цитохром с–ок-
сидазою, та зміну активності цього ензиму, індукує збільшення вільних радикалів 
у клітинах епітелію, може призводити до окисного стресу, здатне спричинювати 
пошкодження мітохондріальної ДНК. Важливо дослідити як впливає світло си-
нього спектра на ембріональний розвиток та як при цьому змінюється активність 
життєво важливих ензимів та систем.

Метою нашої роботи було вивчення впливу синього світла (λ-460 нм), отрима-
ного за допомогою світлодіода, на ферментативну активність Na,K-помпи зародків 
прісноводної риби в’юна (Misgurnus fossilis L.) у період раннього ембріогенезу в умовах 
in vitro та in vivo. Об’єктом досліджень були зародки в’юна. Яйцеклітини одержува-
ли і запліднювали за А. А. Нейфахом. Овуляцію стимулювали внутрішньом’язовим 
уведенням самкам хоріогонічного гонадотропіну (500 од.). Ікру одержували через 
�6 год після стимуляції. Сім’яники отримували після декапітації та розтину черев-
ної порожнини самців. 

Відомо, що активність Na+,K+-ATР-ази, зародків в’юна за нормальних умов 
зростає протягом ранніх етапів ембріогенезу (з першого по восьмий поділ бласто-
мерів), а на стадії 10 поділу можна спостерігати незначне зниження. Встановлено, 
що після опромінення зигот синім світлом in vivo (після запліднення) протягом 
5 хвилин активність Na+,K+-ATР-ази різко і вірогідно (P > 0,999) знижується на 
стадіях 2-, 16-, 64-ї бластомерів (на 56,4, 47,7, �5,7% відповідно) та 8 поділу (на �1,1%) 
порівняно з контролем. На стадії 10-го поділу ензимна активність відновлюється, 
значно перевищуючи значення цього показника в контролі на 78,74%. Порівняно з 
одержаними результатами опромінення зародків in vitro (на кожній стадії) спричи-
нює суттєве рівномірне зниження активності Na, K-помпи (Р > 0,999) на стадіях 2- 
та 16-ї бластомерів (55,4 та 51,5% відповідно), тоді як на пізніших стадіях (64 блас-
томерів, 8 та 10 поділів) активність ензиму знижється на 27,�–2,9% на всіх етапах 
розвитку, зберігаючи характер кривої зміни активності ензиму відносно контролю. 
Отже, відмічено тимчасовий інгібуючий вплив світла синього діапазону видимого 
спектра на перших стадіях розвитку зародків та адаптацію їх до дії цього випромі-
нювання у процесі ембріогенезу в умовах опромінення зигот після запліднення.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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ДіЯ ВіТаМінноГо ПРЕПаРаТУ Та БіоМаСИ
РіЗнИХ ШТаМіВ Spirulina platensis

на СПіВВіДноШЕннЯ ВільнИХ ніКоТИнаМіДнИХ
КоЕнЗИМіВ В оРГанаХ ЩУРіВ

СТАНЄВ О. І., ЗАПОРОжчеНКО О. В., КАРПОВ Л. М.,
КОКОшКІНА О. А.

Одеський національний університет ім. І. І. Мечникова, Україна;
e-mail: sana33@ukr.net

Метою досліджень було вивчення можливості застосування вітамінного препа-
рату та різних штамів Spirulina platensis як харчової добавки для корекції співвідно-
шення вільних нефосфорильованих та фосфорильованих окислених нікотинамід-
них коензимів до відновлених у тканинах щурів.

Білим щурам – самцям лінії Вістар, масою 90–150 г, додавали у корм біомасу 
спіруліни в кількості 50 мг на щура (близько 1% від ваги корму). Використовували 
штами S. platensis: дикий тип, 198В, 27G. Вітамінний препарат додавали із розра-
хунку на одного щура: ацетил-карнітин – � мг, ліпоєва кислота – 1,2 мг, пікамі-
лон – 0,6 мг, кальція пантотенат – 0,12 мг, піридоксин – 0,12 мг. Щурів у дослід 
брали через 4 тижні після харчування спіруліною та полівітамінами. Тварин було 
поділено на групи: інтактні – 1; щури, що одержували полівітаміни – 2; S. platensis 
дикий тип – �; 198B – 4; 27G – 5; 198В + полівітаміни – 6. Контролем служи-
ли інтактні тварини. В органах щурів визначали вміст лактату, малату і пірувату. 
Співвідношення нікотинамідних коензимів обчислювали математично.

Встановлено, що співвідношення нікотинамідних коензимів за дії штамів спі-
руліни та полівітамінів змінюється в досліджуваних органах щурів різною мірою. 
Співвідношення вільних нікотинамідних коензимів NАD/NАDН має тенденцію 
до підвищення у групах щурів, яким давали вітамінний препарат (у печінці), штам 
дикого типу S. platensis (у печінці, нирках, мозку), штам 198В S. platensis (у мозку, 
серці), штам 27G S. platensis (у печінці, мозку, серці) та сумісно – штам 198 В з 
вітамінним препаратом (у нирках) відносно групи контрольних тварин. Це підви-
щення свідчить про активацію аеробних процесів в обміні глюкози та інгібування 
глюконеогенезу, ліпогенезу. 

Співвідношення вільних фосфорильованих нікотинамідних коензимів 
NADP/NАDPН має тенденцію до зниження в усіх досліджуваних групах та ткани-
нах відносно контролю, що пов’язано зі зменшенням інтенсивності ліпогенезу.

Одержані дані свідчать про можливість застосування вітамінного препарату та 
різних штамів Spirulina platensis як харчової добавки для корекції окислювально-
відновлювальних процесів у тканинах щурів.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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ПРоліФЕРаТИВна аКТИВніСТь
Та аПоПТоЗ МононУКлЕаРіВ ПЕРИФЕРИЧноЇ
КРоВі лЮДИнИ За СУКУПноЇ ДіЇ іоніЗУЮЧоЇ

РаДіаціЇ Та L-аРГінінУ

СТАРАНКО У. В., ЛюТА М. Я., ПеРеТЯТКО ю. В.,
ДАЦюК Л. О., СиБІРНА Н. О.

Львівський національний університет імені Івана Франка, Україна;
e-mail: starankoulyana@mail.ua

За дії іонізуючої радіації NO може виступати проапоптичним або антиапоп-
тичним чинником, впливаючи на окремі етапи регуляції проліферативних і апоп-
тичних процесів.

Метою роботи було дослідити вплив системи L-аргінін:NO на проліферативну 
активність та розвиток апоптозу мононуклеарних лейкоцитів периферичної крові 
людини у нормі та за дії одноразового рентгенівського опромінення in vitro в дозі 
0,� або 2 Гр та преінкубації із субстратом (L-аргініном) або інгібітором (L-NAME, 
NG-nitro-L-arginine methyl ester) ензиму NO-синтази. Об’єктом досліджень були 
мононуклеарні лейкоцити периферичної крові 8 здорових донорів. Встановлено, 
що як і в контрольному досліді, так і за дії іонізуючої радіації в дозі 0,� Гр преінку-
бація досліджуваних клітин з L-аргініном спричинює активацію проліферативних 
процесів. Внесок NO у стимуляцію бластоутворення за даних умов становив 8,6% 
порівняно з цим показником для клітин, які опромінювались без преінкубації. 
Виявлено збільшення кількості проліферуючих лімфоцитів в умовах преінкубації 
з L-аргініном на 8,�% за дози опромінення 2 Гр. Додаткове підтвердження ци-
топротекторної дії NO у запропонованих експериментальних умовах одержано під 
час аналізу життєздатності клітин у культурі. За сукупної дії радіації в дозі 2 Гр 
та преінкубації клітин з L-аргініном виявлено вірогідне зменшення кількості мерт-
вих клітин на 18% порівняно з опроміненими клітинами та на 16% за дії цього 
чинника з попередньою преінкубацією з L-NAME. Показано, що рентгенівське 
опромінення у дозі 0,� Гр зумовлює зростання апоптичного індексу досліджуваних 
клітин в 1,4 раза, тоді як за дози 2,0 Гр – у 2,1 раза порівняно з контролем, а відсо-
ток нежиттєздатних клітин зростає лише за умов опромінення у дозі 2,0 Гр. Через 
24 год після опромінення у дозі 2,0 Гр преінкубація з L-аргініном призводить до 
зниження апоптичного індексу в 1,7 раза відносно ефекту радіаційного впливу та 
зростання кількості нежиттєздатних клітин.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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БлаСТТРанСФоРМаціЯ ліМФоцИТіВ лЮДЕЙ
За ДіЇ МалИХ ДоЗ РаДіаціЇ У СИСТЕМі IN VITRO

СТАРиКОВич Л. С., ПРийМА С. Б., ДАЦюК Л. О.,
СТАРАНКО У. В., ДУДОК К. П., СиБІРНА Н. О.

Львівський національний університет імені Івана Франка, Україна;
e-mail: ludmila-star@yandex.ru

Останніми роками вплив антропогенного фактора на довкілля значною мірою 
посилюється. Це відбувається внаслідок рентгенівського та γ-випромінювання, 
випромінювання радіоактивних елементів, а також дії інших факторів фізичної та 
хімічної природи. Ступінь радіоураження лімфоцитів найважливіших імуноком-
петентних клітин організму в цілому є високою. Ранні зміни рецепторної функції 
мембран лімфоцитів є сталою ознакою радіаційного ураження. Одним з тестів, 
який свідчить про здатність лімфоцитів до перетворення у лімфобласти, що про-
дукують імуноглобуліни, є реакція бластної трансформації. Здатність до бласт-
трансформації відображає функціональну активність Т- та В-лімфоцитів, і, від-
повідно, реакція бластної трансформації є надійним тестом визначення імунної 
реактивності цих клітин. 

Суспензію лімфоцитів периферичної крові, одержану фракціонуванням у 
градієнті густини Gradisol G, опромінювали на апараті РУМ-17 за потужності дози 
0,5 Гр⋅хв–1; сумарна доза становила 0,� та 2 Гр. Бласттрансформацію контрольних 
та опромінених лімфоцитів проводили у культуральному середовищі RPMI 1640.

Дослідження впливу іонізуючого випромінювання у досліджених дозах (на 
процес бластної трансформації) показало, що зниження числа імунокомпетентних 
клітин: бластів, пробластів та лімфоцитів є загальною тенденцією. Відмічено най-
суттєвіше зниження бластів та пробластів за сумарної дози 2 Гр. Отже, результати 
можуть свідчити про значні ураження, яких зазнають клітини імунної системи 
навіть за таких доз радіації, які вважаються малими. Оскільки найвірогіднішим за 
даних умов вважають ураження мембранних структур, то зазначені зміни можуть 
бути пов’язані або з перерозподілом в продукції інтерлейкінів або із змінами ре-
цепторів, що їх сприймають. 

ВПлИВ СУМіШі МіКРоЕлЕМЕнТіВ на МЕТаБоліЧні
ПРоцЕСИ В РУБці ТЕлЯТ В УМоВаХ IN VITRO

СТеФАНишиН О. М., СЛиПАНюК О. В., ЛУчКА І. В.,
САВ’ЯК З. І.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: oliastef@ukr.net. 

З’ясування механізмів дії суміші мінеральних елементів на життєдіяльність 
мікроорганізмів рубця та процеси травлення і різні ланки обміну речовин є важ-
ливою передумовою і теоретичною основою для підвищення використання кормів 
і уточнення норм їхнього споживання.

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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Внаслідок досліджень, які проводилися в умовах in vitro встановлено, що додаван-
ня наступної суміші мікроелементів у концентраціях Cr (1,0 мM) + Mo (6,0 мМ) + 
Se (1,0 мМ) + Ni (0,5 мМ) до інкубаційного середовища із вмістом рубця телят 
позитивно впливає на ріст клітин мікроорганізмів рубця як �-місячного, так і 
6-місячного віку тварин. Про це свідчить зростання відповідно на 27,� і 44,9% 
мікробної маси у досліджувані вікові періоди. Очевидно, суміш мікроелементів 
у цій концентрації стимулює ріст мікробних клітин. Крім того, спостерігається 
вірогідне збільшення концентрації коротколанцюгових жирних кислот під час ін-
кубації in vitro суміші мікроелементів як у дослідженнях �-місячних (P < 0,02), так 
і 6-місячних (P < 0,01) телят, що добре корелює із зростанням целюлозолітичної 
активності мікроорганізмів рубця (72,� і 8�,6% відповідно). Очевидно, це обумов-
люється в меншій мірі наростанням кількості целюлозолітичних мікроорганізмів 
і в більшій мірі підвищенням синтезу їхніх целюлоз. Комплексний вплив суміші 
мікроелементів активніше впливає на ріст популяції мікроорганізмів, збільшення 
концентрації коротколанцюгових жирних кислот, підвищення целюлозолітичної 
активності, ніж інкубація з кожним елементом окремо. Це може бути зумовлено 
посиленням взаємодії між окремими мікроелементами і посиленням їхнього синер-
гічного впливу на перебіг обмінних процесів у середовищі рубця жуйних тварин.

ліПіД-ПіГМЕнТні ТРанСФоРМаціЇ
У ФоТоСИнТЕТИЧноМУ аПаРаТі РоСлИн
desсhampsia caespitosa В УМоВаХ ЖоРСТКоГо
УльТРаФіолЕТоВоГо ВИПРоМінЮВаннЯ

СТОРОжеНКО В. О., СВЄТЛОВА Н. Б., ТАРАН Н. ю.

Київський національний університет імені Тараса шевченка, Київ;
e-mail:vstoro@mail.ru 

Одним із шляхів збереження видового біорізноманіття є пошук стратегій адап-
тації дикорослих видів до впливу стресорів, перспективність якого пов’язана з від-
сутністю селекційних та біотехнологічних втручань у їхнє розмноження, а тому й 
можливої набутої ними за рахунок цього резистентності до дії стресу. 

Deschampsia caespitosa (L.) P. Beauv. (щучник дернистий) – типова дикоросла 
злакова рослина з великою екологічною пластичністю та широким ареалом виро-
щування за різних умов світлового режиму. Тому ми використовували її як модель 
для дослідження впливу жорсткого ультрафіолетового випромінювання (УФ-В) на 
вміст головних структурних компонентів фотосинтетичних мембран. 

УФ-В індукувало істотне зниження вмісту хлорофілів а та b, хоча співвідно-
шення їх залишалося незмінним. На фоні зниження вмісту пігментів спостерігали 
зміни співвідношень головних гліколіпідів фотосинтетичних мембран – монога-
лактозилдіацилгліцеролу (МГДГ), дигалактозилдіацилгліцеролу (ДГДГ) та суль-
фохіновозилдіацилгліцеролу (СХДГ). 

УФ-В не спричинювало змін вмісту МГДГ у фотосинтетичних мембранах, 
хоча індукувало істотне зниження вмісту ДГДГ. Збільшення співвідношення 
МГДГ/ДГДГ пов’язано з підвищенням вмісту мембранних протеїнів і, у свою чер-
гу, з підтриманням рівня нативності мембран у несприятливих умовах. 

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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Водночас, вміст СХДГ був сталим. Як відомо, цей гліколіпід забезпечує висо-
кий функціональний стан реакційного центру ФСII, що на фоні зниження вмісту 
ДГДГ може виступати як захисний механізм, направлений на зменшення деграда-
ції цього реакційного центру та, в кінцевому рахунку, на підтримання умов для 
стабілізації фотосинтетичної функції рослин за дії стресів.  

На нашу думку, ліпід-пігментні трансформації є одним із проявів адаптивної 
стратегії рослин D. caespitosa в умовах впливу УФ-В. Одержані результати є важ-
ливими для створення прогнозів стану рослинного покриву за дії абіотичних та 
біотичних факторів довкілля та вивченні ролі фітоценозів у регулюванні вуглекис-
лотного балансу атмосфери. 

ВПлИВ СВИнцЮ, КаДМіЮ Та ХРоМУ (VI) 
на МЕТаБоліЧнУ аКТИВніСТь МіКРооРГаніЗМіВ 

РУБцЯ ТЕлЯТ За УМоВ IN VITRO

ТАЛОХА Н. І., КУРТЯК Б. М., ГеРАСиМІВ М. Г., САЛиГА ю. Т.

Інститут біології тварин НААН України, Львів;
e-mail: inenbiol@mail.lviv.ua

Антропогенний вплив на довкілля призводить до зростання кількості важких 
металів у всіх компонентах екосистем. Висока токсичність важких металів, їхня 
здатність накопичуватися у тваринному організмі та негативно впливати на обмін 
речовин навіть у порівняно низьких концентраціях потребують вивчення біохіміч-
них механізмів їхньої дії залежно від віку і виду тварин, типу та дози токсикантів 
та їхніх поєднань. У зв’язку з цим, метою нашої роботи було дослідження in vitro 
одночасної дії суміші свинцю, кадмію та хрому (VI) у максимально толерантних 
дозах на життєдіяльність змішаної популяції мікроорганізмів рубця великої рога-
тої худоби.

У роботі досліджували зразки вмісту рубця, одержані від трьох фістульних 
бичків-аналогів дворічного віку української чорно-рябої породи з накладеними на 
рубець фістулами. Тварин утримували за класичною схемою у дослідному госпо-
дарстві «Чишки» Інституту біології тварин НААНУ. Фільтрат вмісту рубця вноси-
ли в інкубаційні посудини із сумішшю ацетату свинцю (5,0 мг/кг), сірчанокислого 
кадмію (0,4 мг/кг) і біхромату калію (0,5 мг/кг). Контролем були зразки рідкої 
фракції вмісту рубця, в які не додавали досліджувані солі. Посудини закорковува-
ли, продували вуглекислим газом та інкубували протягом 24 год при температурі 
�8 °С. Після цього відбирали зразки інкубату для дослідження рН, кількості мік-
робної маси, концентрації летких жирних кислот, аміаку, протеолітичної, амілолі-
тичної та целюлозолітичної активності.

Проведені дослідження показали, що після 24-годинної інкубації вмісту руб-
ця з доданими солями свинцю, кадмію та хрому (VI), порівняно до контролю, у 
ньому вірогідно знижується рН, кількість аміаку (на 26,12%), целюлозолітична ак-
тивність (на 9,79%), амілолітична активність (на 19,2�%), протеолітична активність 
(на 24,16%) та кількість мікробної маси (на 1�,26%). Отже, під впливом суміші 
важких металів – свинцю, кадмію та хрому (VI) – за додавання їх до вмісту рубця 

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ



242 ISSN 0201 — 8470. Укр. біохім. журн., 2010, т. 82, № 4 (додаток 1)

у максимально толерантних дозах у мікроорганізмів рубця зменшується здатність 
до розщеплення поживних речовин корму, що призводить до зниження інтенсив-
ності процесів ферментації та росту мікроорганізмів, який залежить насамперед 
від енергії, що звільняється у процесі ферментації вуглеводів.

ПРоліФЕРаТИВна аКТИВніСТь
ліМФоцИТіВ МИШЕЙ, іМУніЗоВанИХ

ПРоТИПУХлИннИМИ ВаКцИнаМИ на оСноВі 
цИТоТоКСИЧнИХ лЕКТИніВ

ТАНАСІЄНКО О. А.

Інститут експериментальної патології, онкології та 
радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України, Київ;

e-mail: iris@onconet.kiev.ua

Із культуральної рідини продуктивного бактеріального штаму Вacillus subtilis 
В-7025 нами були виділені цитотоксичні по відношенню до пухлинних клітин лек-
тини, які зв’язуючись з останніми, не тільки позбавляли їх життєздатності, але й 
посилювали їхню імуногенність завдяки гетерогенізації мембран. На їхній основі 
були cконструйовані протипухлинні аутовакцини, ефективність яких підтвердже-
но в експерименті та в клініці.  

Одним із важливих показників для оцінки відповіді організму на введення 
імуногену є проліферативна активність клітин імунокомпетентних органів. Метою 
роботи було вивчення ступеню активності лімфоїдних органів тварин, імунізо-
ваних протипухлинною вакциною на основі цитотоксичного лектину В. subtilis 
В-7025, за включенням міченого тимідину в лімфоцити селезінки та тимусу мишей 
в різні терміни після імунізації. 

Показано, що інтенсивність синтезу ДНК у лімфоцитах селезінки підвищуєть-
ся після кожної імунізації, а на 28-у добу після початку імунізації у 2 рази пе-
ревищує рівень питомого включення ізотопу у клітини селезінки інтактних ми-
шей. В той самий час у лімфоцитах тимуса інтенсивність синтезу ДНК практично 
не відрізняється від контролю протягом всього терміну спостереження. Показано 
взаємозв’язок і пряма кореляція між проліферативною активністю лімфоцитів се-
лезінки та протипухлинною резистентністю тварин. 
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РЕГУлЯціЯ нЕЙРоСЕКРЕТоРноГо
ПРоцЕСУ нИЗьКИМИ ФіЗіолоГіЧнИМИ

КонцЕнТРаціЯМИ оКСИДУ аЗоТУ

ТАРАСеНКО А. С., КРУПКО О. О., ГІММеЛьРейХ Н. Г. 

Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України, Київ;
е-mail: tas@biochem.kiev.ua

Стимуляція нейросекреторного процесу оксидом азоту (NO) може відбуватися 
Са2+-незалежним шляхом, що вказує на залучення іншого, відмінного від екзоци-
тозу, шляху вивільнення нейротрансмітерів. Раніше ми показали, що низькі, фізіо-
логічні концентрації NO спричинюють обернену дисипацію протонного градієнта 
синаптичних везикул і деполяризацію мітохондріальної мембрани нервових тер-
міналей мозку щурів. Мета цього дослідження – з’ясувати, чи зумовлює розвиток 
цих процесів стимуляцію вивільнення гальмівного нейротрансмітера ГАМК під 
дією NO.

Дослідження проводили на синаптосомах головного мозку щурів із вико-
ристанням ГАМК, міченої тритієм ([�Н]ГАМК). Як донори NO було використано 
діетиламін NONO-ат (DEA NONO-ate), який дисоціює до вільного аміну та NO, 
і S–нітрозоамінопеніцилін (SNAP), який при взаємодії з тіолами, зокрема з дітіо-
треїтолом (ДТТ), утворює високоактивні сполуки. Експерименти показали, що за 
додавання донорів NO спостерігається нетипова кінетика вивільнення [�Н]ГАМК у 
часі: спочатку відбувається повільне вивільнення нейротрансмітера із синаптосом, 
після чого здійснюється його зворотне захоплення майже до початкового рівня. 
Максимальний вихід [�Н]ГАМК реєструється на 5-й і 10-й хв за використання 
DEA NONO-ate (0,1 мМ) і SNAP + ДТТ (0,5 : 1 мМ) відповідно. Аналізуючи шля-
хи вивільнення [�Н]ГАМК, а саме, чи сталося воно внаслідок екзоцитозу або за 
рахунок реверсної роботи трансмембранних переносників ГАМК, ми використали 
4-амінопіридин (індуктор екзоцитозу) і ніпекотинову кислоту, яку переносник об-
мінює на цитозольну ГАМК. Результати експерименту показали, що NO запускає 
каскад послідовних внутрішньоклітинних подій: повільне вивільнення ГАМК із 
синаптичних везикул у цитозоль, стимуляцію роботи ГАМК переносників у ре-
версному режимі, що призводить до вивільнення нейротрансмітера із синаптосом, 
зворотне захоплення ГАМК синаптосомами і наступну реакумуляцію нейротранс-
мітера в синаптичних везикулах.

Одержані дані дозволяють заключити, що стан везикулярного протонного 
градієнта визначає рівень ГАМК у синаптичних везикулах. NO-індукована ди-
сипація градієнта спряжена з вивільненням нейротрансмітера з синаптичних ве-
зикул у цитозоль, а відновлення градієнта призводить до реакумуляції ГАМК у 
везикулах.
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THE SER/THR PROTEIN KINASE ACTIVITIES
IN RAT PARIETAL CELLS UNDER CHRONIC

ATROPHIC GASTRITIS DEVELOPMENT

tyMoSHENKo M. o., GAyDA L. M., oStAPcHENKo L. I.

taras Shevchenko Kyiv National University, Ukraine; 
e-mail: maria.bulavka@gmail.com

Chronic atrophic gastritis (CAG) has been associated with an increased risk of gastric 
cancer. Thus, investigation of mechanisms of gastric atrophic changes development re-
mains problems of high importance. Disorders of the balance between apoptosis and cell 
proliferation in mucosa are underlined in atrophy changes.

Since the serine/threonine protein kinases play a commanding role in many signal 
pathways, the phosphorylation of chloric channel proteins by cAMP-dependent protein 
kinase A (PKA) results in increasing of its conductivity. Besides PKA Ca2+-dependent 
protein kinase C (PKC) phosphorylates cytoskeleton and membrane proteins thereby im-
plicating in the processes for the regulation of parietal cell HC1 secretion. 

The aim of the research was to investigate the levels of serine/threonine protein ki-
nases activities in parietal cells of the stomach under CAG development.

Rat model of CAG was performed by intragastric administration of 2% sodium sali-
cylate, 20 mM/L deoxycholate sodium daily for 6 weeks. The parietal cells were isolated 
on the 1st, 2nd, �rd, 4th, 5th and 6th weeks of model. Cell PKC and PKA activities have been 
evaluated by incorporation of �2P from labeled ATP to specific protein substrate.

Histological findings showed a significant decrease of mucous gland thickness in 
CAG rats than that of the control. The increasing of investigated PK activities was shown 
during initial four weeks of pathology development. These results suggested important role 
of Ser/Thr phosphorylation in initiation of gastritis. Such disorders in intracellular signal 
transduction might result in functional changes, including HC1 secretion and proliferation 
intensification. Besides, these effects served as additional pathogenesis factors of chronic 
atrophic gastritis development. Protein kinase A and C activities were decreased in a five 
week were pathology development.

Our findings suggest that serine/threonine protein kinases involved in the processes 
of gastric atrophy development.

ВПлИВ ЕнТЕРоСоРБЕнТіВ на ВМіСТ
ЖоВЧнИХ КИСлоТ В оРГаніЗМі ноВонаРоДЖЕнИХ

ТЕлЯТ За ГоСТРИХ РоЗлаДіВ ТРаВлЕннЯ

ТОМчУК В. А.

Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;
e-mail: olgatup@mail.ru

Досліджували вплив ентеросорбентів – ентеросгель та полісорб МП – на вміст 
жовчних кислот жовчі новонароджених телят за гострих розладів травлення.

За допомогою хроматографічного аналізу екстрактів із жовчі та печінки телят 
ідентифіковано сім фракцій кон’югованих та вільних жовчних кислот.
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Найбільший вміст жовчних кислот було виявлено в жовчі контрольних тварин, 
який в сумі досягає 2659,7 ± 1�1,4 мг%. Вміст окремих фракцій жовчних кис-
лот складає: таурохолевої (ТХК) – �18,8 ± 18,1 мг%, таурохенодезоксихоленової + 
тауродезоксихолевої (ТХДХК+ТДХК)–294,5 ± 12,� мг%, глікохолевої (ГХК) – 
959,4 ± 51,� мг%, глікохенодезоксихолевої + глікодезоксихолевої (ГХДХК + 
ГДХК) – 89�,5 ± �1,2 мг%, холевої (ХК) – 10�,2 ± 12,4 мг%, хенодезоксихолевої + 
літохолевої (ЛХК) – 0,89 ± 0,07 мг%.

У жовчі хворих телят було виявлено вірогідні відмінності жовчно-кислотного 
спектра порівняно зі здоровими тваринами, що характеризується значним зни-
женням загального вмісту жовчних кислот і окремих їхніх фракцій. Вміст ТХК 
зменшується до 196,4 ± 16,1 мг% і відповідно ТХДХК + ТДХК – 186,5 ± 22,4 мг%, 
ТХК – �57,5 ± 17,6 мг%, ТХДХК + ТДХК – 289,4 ± 9,9 мг%.

Водночас рівень вільних жовчних кислот значно підвищується і для ХК скла-
дає – 175,5 ± 11,8 мг%, ХДХК + ДХК – 15�,0 ± 9,� мг% і ЛХК – 10,1 ± 0,9� мг%. 
Встановлене підвищення рівня вільних жовчних кислот поряд зі значним знижен-
ням кон’югованих із тауріном та гліцином обумовило істотне вірогідне зменшення 
коефіцієнта кон’югації порівняно з контрольними величинами. Загальний вміст 
холатів у цій біологічній рідині зменшується до 1�5�,5 ± 88,1 мг%, що в цілому 
свідчить про значне зниження біосинтетичної та кон’югуючої функції печінки 
хворих телят на диспепсію. Порушення у проміжному обміні жовчних кислот в 
організмі хворих телят можуть впливати на функціональні розлади шлунково-
кишкового тракту.

Застосовування препаратів полісорбу МП та ентеросгелю для лікування хво-
рих телят сприяє швидкому одужанню їх і може бути частково зумовлено нормалі-
зацією певних ланок жовчно-кислотного обміну в організмі піддослідних тварин.

ВПлИВ іоніВ цИнКУ, КаДМіЮ і МіДі
на ТРанСПоРТУВаннЯ ПРоТоніВ В іЗольоВанИХ 

ХлоРоПлаСТаХ ГоРоХУ

ТОПчий Н. М., ПОЛиЩУК О. В., ПОДОРВАНОВ В. В.,
СиТНиК С. К.

Інститут ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН України, Київ;
Інститут фізіології рослин і генетики НАН України, Київ;

e-mail: membrana@ukr.net

Фотохімічні реакції фотосистеми II (ФСII) пригнічуються у присутності іонів 
важких металів (Me2+) як на донорному (на рівні окислення вторинного доно-
ра TyrZ), так і на акцепторному боці. Фотовідновлення QB у фотосинтетичному 
електрон-транспортному ланцюзі супроводжується поглинанням протонів із зов-
нішнього середовища, яке у бактеріальних реакційних центрах блокується іонами 
Cu2+, Cd2+, Zn2+. Ті ж самі метали пригнічують світлозалежне поглинання протонів 
в ізольованих хлоропластах, що вказує на інгібування Me2+ відновлення і прото-
нування вторинного хінону QB. Цей ефект має корелювати зі зростанням вмісту 
QB-невідновлюючих комплексів ФСІІ, в яких електронний перенос від QA до QB 
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блокований. Метою роботи було визначення впливу іонів Cu2+, Cd2+, Zn2+ на кіне-
тику реокислення QA і вмісту QB-невідновлюючих комплексів ФСІІ у хлоропластах 
задля уточнення механізму дії важких металів на транспортування електронів і 
протонів. 

Об’єктом дослідження були ізольовані хлоропласти гороху (Pisum sativum L.). 
Кінетику реокислення QА

- після вимкнення світла вивчали за релаксацію флуо-
ресценції, що індукували спалахом у 600 мс (11 000 мкмоль м-2⋅с-1), що насичує, 
за частоти збуджуючих спалахів 64 Гц. Кінетичні криві розкладали на три компо-
ненти, визначали їхні відносні амплітуди (A) і часи напівспаду (t1/2) за допомогою 
спеціально написаної програми і вибірково контролювали програмою Origin v.6.1. 
Кількість QB-невідновлюючих центрів ФСII визначали за методикою Томека.

Додавання іонів міді (50 і 200 мкМ) до суспензії хлоропластів призводить до 
майже двократного прискорення швидкої і проміжної компонент кривої релак-
сації флуоресценції, тоді як збільшення амплітуди швидкої фази відбувається за 
рахунок проміжної і повільної. Іони цинку і кадмію (50 і 200 мкМ) спричинюють 
сповільнення швидкої і середньої компонент, при цьому амплітуда повільної фази 
збільшується, а проміжної і швидкої – зменшується. Іони Cu2+ і Cd2+ майже не 
впливають на вміст QB-невідновлюючих комплексів, тоді як у присутності Zn2+ ця 
величина різко зростає. Одержані дані засвідчують, що важкі метали залежно від 
їх редокс-потенціалу по-різному впливають на транспортування електронів між QА 
і QВ. Електронегативніші Zn2+ (E0 = –0,76�В) і Cd2+ (E0 = –0,40�В) інгібують елек-
тронний транспорт, а більш електропозитивний Cu2+ (E0 = +0,15�В) прискорюють 
його. Одним із можливих пояснень цього є здатність іонів Cu2+ акцептувати елек-
трони безпосередньо від QA

- .

ГЕМоКСИГЕнаЗнаЯ аКТИВноСТь
В СУБКлЕТоЧнЫХ ФРаКцИЯХ СЕРДца КРЫС

В ноРМЕ И ПРИ РаБДоМИолИЗЕ

ФиЛиМОНеНКО В. П., НиКиТчеНКО и. В., КАЛиМАН П. А.

Харьковский национальный университет им. В. Н. Каразина, Украина;
e-mail: Pavel.A.Kaliman@univer.kharkov.ua

Гемоксигеназы (ГО) катализируют ключевую реакцию расщепления гема. Конс-
титутивная ГО-2 регулирует содержание гема в норме. Индуцибельная ГО-1 играет 
важную роль в адаптации клеток в условиях стресса, в том числе вызванного на-
коплением гема, сильного прооксиданта. В норме в тканях сердца протеин ГО-1 
обнаруживается в следовых количествах, но при оксидативном стрессе экспрессия 
гена этого изоэнзима значительно усиливается, что сопровождается увеличени-
ем активности ГО, которое наблюдается при ряде патологий. Нами также проде-
монстрирована активация ГО и накопление гема в постмитохондриальной фрак-
ции сердца крыс при рабдомиолизе, характеризующимся разрушением скелетных 
мышц и накоплением гема в крови. Традиционно гемоксигеназам приписывается 
микросомная локализация. Однако работы последних лет свидетельствуют о нали-
чии ГО и в митохондриях клеток легких и печени. 
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Цель работы – изучение активности ГО в микросомной и митохондриальной 
фракциях сердца крыс в норме и при рабдомиолизе, вызванном внутримышечной 
инъекцией глицерола (1 мл/100 г массы тела). Субклеточные фракции получа-
ли методом дифференциального центрифугирования. Активность ГО определяли 
спектрофотометрически через 24 ч после введения глицерола.

Установлено, что ГО активность обнаруживается в обеих субклеточных фрак-
циях. В митохондриях базальный уровень активности энзима в 2,4 раза меньше, 
чем в микросомах. Введение глицерола вызывает 2-кратное повышение ГО актив-
ности в микросомной фракции и не влияет на активность энзима в митохондриях. 
Отсутствие изменений активности ГО в митохондриях может свидетельствовать о 
том, что гем, поступивший из крови, переносится к местам деградации, локализо-
ванным в микросомной фракции, но не в митохондриях. Последнее подтвержда-
ется данными об отсутствии накопления продуктов свободнорадикального окис-
ления и сохранении сопряжения дыхания и фосфорилирования в митохондриях.

Таким образом, базальная активность ГО обнаружена в микросомах и мито-
хондриях сердца. Увеличение активности ГО в клетках сердца при глицеролин-
дуцированном рабдомиолизе происходит за счет активации ГО в микросомах, а в 
митохондриях активность не изменяется.

аЗааналоГ ПоДоФИллоТоКСИна NMR/19217524
ИнДУцИРУЕТ КаСПаЗоЗаВИСИМЫЙ аПоПТоЗ КлЕТоК 

лИМФоБлаСТноГо лЕЙКоЗа

1ФиЛьчеНКОВ А., 1ЗАВеЛеВич М., 2СеМеНОВ В.,
3СеМеНОВА М., 4БЛОХиН Д.

1институт экспериментальной патологии, онкологии 
и радиобиологии им. Р. е. Кавецкого НАН Украины, Киев;

2институт органической химии им. Н. Д. Зелинского РАН, Москва;
3институт биологии развития им. Н. К. Кольцова РАН, Москва;

4Российский онкологический научный центр им. Н. Н. Блохина РАМН, Москва;
e-mail: apoclub@mail.ru

Недавно нами (Фильченков А.А. и соавт., 2010) было установлено, что новый 
азааналог подофиллотоксина NMR/19217524, который является ингибитором по-
лимеризации тубулина, обладает выраженной антипролиферативной активностью 
в отношении клеток лейкоза человека in vitro. Известно, что активация каспазной 
системы во время индукции апоптоза играет важную роль в реализации цитотокси-
ческого действия большинства известных противоопухолевых препаратов. Участие 
этой системы в проявлении цитотоксического действия препарата NMR/19217524, 
в том числе в отношении клеток, обладающих фенотипом лекарственной устойчи-
вости, практически не исследовано. 

В данной работе изучены эффекты препарата NMR/19217524 (синтезирован в 
ИОХ РАН на основе миристицина из семян петрушки), связанные с активацией 
каспаз и индукцией апоптоза в перевиваемой линии злокачественных лимфоид-
ных клеток Jurkat и клональной линии Jurkat/А4, обладающей множественной ле-
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карственной резистентностью. В качестве стандартного индуктора апоптотической 
гибели клеток использовали препарат подофиллотоксин (Aldrich, США). Уровень 
апоптоза определяли в цитопрепаратах, окрашенных по Романовскому–Гимза, и 
с помощью проточной цитометрии. Активную форму каспазы-� и расщепленный 
фрагмент поли(АDP-рибозо)полимеразы (PARP) выявляли, используя соответст-
вующие ФИТЦ-конъюгированные моноклональные антитела (Becton Dickinson 
Biosciences, США).

Показано, что NMR/19217524 дозозависимо вызывает гибель клеток Jurkat. 
Препарат обладает значительной токсичностью для клеток Jurkat в концентрациях 
от 50 нМ, а в дозе 500 нМ вызывает гибель около 60% клеток этой линии через 
48 ч, индуцируя при этом апоптоз более чем в 50% клеточной популяции. Показа-
тели токсичности и индукции апоптоза в клетках Jurkat сопоставимы с таковыми 
при действии подофиллотоксина. На клетках сублинии Jurkat/А4 в этой же дозе 
гораздо менее выраженный эффект отмечается только через 5 суток. Более того, 
с повышением концентрации препарата заметной дозозависимости гибели клеток 
Jurkat/А4 не наблюдается. В дозах, вызывающих гибель клеток Jurkat и индукцию 
апоптоза в части клеточной популяции, азааналог подофиллотоксина снижает со-
держание клеток в фазе S при увеличении содержания клеток в фазах G0/G1 и 
G2/M. В то же время, в клетках Jurkat/А4 действие подофиллотоксина или его аза-
аналога приводит практически к полному блоку цикла (свыше 80%) в фазе G2/M. 
Развитие апоптоза как в клетках исходной линии Jurkat, так и в сублинии Jurkat/А4 
сопровождается активацией каспазы-�. При действии препарата NMR/19217524 и 
подофиллотоксина в культуре Jurkat активная форма каспазы-� выявляется при-
мерно в �0% клеток, в то время как в резистентной линии Jurkat/А4 содержание 
таких клеток не превышает 8%. Активация каспазы-� сопровождается и появлени-
ем расщепленной формы ее специфического субстрата PARP, которая с помощью 
моноклональных антител, не реагирующих с интактным энзимом, выявляется в 
40% клеток Jurkat и 10% клеток Jurkat/А4. Таким образом, синтетический аза-
аналог подофиллотоксина является индуктором каспазозависимого апоптоза как в 
клетках Jurkat, так и в клональной линии Jurkat/А4, обладающей множественной 
лекарственной резистентностью. 

ВПлИВ ТЕМПЕРаТУРИ Та рн на КаТалаЗнУ аКТИВніСТь 
ПРЕДСТаВнИКіВ нЕПаТоГЕннИХ КоРИнЕБаКТЕРіЙ

ФУРТАТ І. М., КУНиЦЯ Н. І., ХОМич Л. С. 

Національний університет «Києво-Могилянська академія», Україна; 
е-mail: furtat@ukma.kiev.ua 

Відомо, що до роду corynebacterium належить більше ніж 8� види, чим зумов-
лені відмінності фізіолого-біохімічних властивостей його окремих представни-
ків. Наприклад, коринебактерії переважно є факультативними анаеробами, однак 
культура c. terpenotabidum не здатна рости за анаеробних умов. Коринебактерії 
також є каталазопозитивними, але в межах роду властивості цього ензиму відріз-
няються у різних представників. Так, за даними літератури каталаза c. glutamicum 
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є термостабільною (65 °С) й стабільною за різних значень рН. Нами також показа-
но, що c. ammoniagenes характеризується термостабільною каталазою із широким 
оптимумом рН. 

Метою роботи було дослідити залежність каталазної активності c. terpenotabidum 
УКМ Ас-610Т та c. flavescens УКМ Ас-611Т від рН і температури. Каталазну актив-
ність визначали спектрофотометрично за розкладом пероксиду водню (λ 240 нм) у 
стандартизованій суспензії бактеріальних клітин (1⋅109 кл./мл) добових культур, які 
вирощували на середовищі для культивування коринебактерій 5� при температурі 
�0 °С. Вплив температури на каталазну активність моделювали шляхом поперед-
нього прогрівання культури при температурі 40, 50 і 60 °С упродовж 10, 20 та �0 хв. 
Залежність каталазної активності від рН визначали із застосуванням К-фосфатно-
го та Na-цитратного буферних розчинів (рН 6,0, 7,4 та 8,0).

Було встановлено, що добові культури c. terpenotabidum і c. flavescens відрізня-
ються між собою за рівнем каталазної активності в середньому в 4 рази. В умовах 
використання К-фосфатного буфера (рН 7,4) і температури �0 °С ензиматична ак-
тивність c. terpenotabidum становить 649, а c. flavescens – 2084 мкмоль/хв⋅109 кл. 
відповідно. У разі застосування Na-цитратного буфера (рН 7,4) спостерігається зни-
ження каталазної активності у c. terpenotabidum (550 мкмоль/хв⋅109 кл.). Натомість, у 
штаму c. flavescens дана активність зростає й становить 2560 мкмоль/хв⋅109 кл. Зміни 
рН до 6,0 та 8,0 суттєво не впливають на ензиматичну активність досліджених шта-
мів за використання обох буферних розчинів. Вивчення впливу температури на ка-
талазну активність коринебактерій засвідчило, що каталаза штамів c. terpenotabidum 
і c. flavescens є термолабільною. З’ясовано, що температура вища за 40 °С при-
зводить до суттєвого зниження (в 4–5 разів) активності ензиму. У c. flavescens 
при 40 і 50 °С каталазна активність становить 26�4 і 505 мкмоль/хв⋅109 кл., а у 
c. terpenotabidum – 65� і 117 мкмоль/хв⋅109 кл. відповідно. 

DUODENUM MUCOSA DEFENCE FACTORS
AT ULCER MODEL AND INFLUENCE OF FENUGREEK

EXTRACT IN RATS

1KHILKo t. D., 1yAKUbtSoVA I. V., 1PrEobrAZHENSKA t. D.,
1oStAPcHENKo L. I., 2MAKAI S.

1taras Shevchenko Kyiv National University, biological Department, Kyiv;
2Universit y of west Hungary;
e-mail: tkhilko@gmail.com

Study of properties of biologically active substances provides perspective of their use 
at pathologies of different genesis. 

The purpose of this work was to research the effect of the fenugreek extract on the 
state of duodenum mucosa cells in conditions of cysteamine model ulcer in rats. 

Experiments were carried out on plasma membranes (PM) of duodenum mucosa 
cells; also, content of glycoproteins (GP) in parietal mucosa of duodenum was evaluated. 
Lipid composition and the level of activity of membrane bounded enzymes were studied to 
estimate the structural and functional state of plasmatic membranes (PM). Investigations 
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were carried out in acute experiments on male rats. Animals were divided into the groups: 
1 – control; 2 – animals with cysteamine model ulcer, which development was controlled 
by histological examinations; � – the group of animals that were given fenugreek extract 
in a dose of 50 mg/kg during 7 days.

As compared with control, cysteamine model caused an increase of galactose 
(2.7 times), fucosa (1.8 times) and of N- acetylneuramine acid (2.4 times), but lowered 
levels of hexosamines (�.0 times).

In the same conditions, there was observed lowered activity of membrane bounded 
enzymes (PM) – 5′-nucleotidase, Са2+,Mg2+-АТPases and H+,K+-АТPases (1.5 to 2 times); 
activity of Na+,K+-АТPase was increased two times compared to control. 

Determination of phospholipids (PL) in PM cells of duodenum mucosa showed a 
decrease of total phospholipids (PL) 2.1 times, the most significant was a decrease of 
individual fractions of PL: phosphatidylcholine (PC) and sphyngomyeline (SM) 2.7, phos-
phatidyl ethanolamine (PE) in 2.6, phosphatidyl inositol (PI) 1.5 times, but quantity of 
lyso phosphatidylcholine (LPS) increased 1.5 times. Therefore, the rate of PC/LPS in 
comparison to control in animals with cysteamine treatment decreased � times. 

The results may indicate destabilization and structural, functional disturbances of PM 
cells of duodenum mucosa at cysteamine model ulcer.

Taking into account that cysteamine inhibits mucus-producing ability of duodenum 
mucosa cells, fenugreek extract stimulates this process influencing metabolic and regene-
rative processes in mucosa cells. 

Fenugreek extract introduced into animals with cysteamine ulcer resulted in recove-
ry of PL content, decrease of cholesterol, normalization of the activity of the studied 
membrane bounded enzymes nearly to the control level. Therefore, our results show that 
fenugreek extract may accelerate recovery processes and lead to normalization of struc-
ture-functional state of cells in damaged mucosa under the condition of duodenum with 
ulcer. 

It is of future benefit to study compounds that would influence various levels of patho-
genesis ulcerous disease of stomach and duodenum. 

Polyvalency of action of extracts from medicinal herbs is their doubtless advantage at 
treatment. It includes not only specific influence, but also a wide spectrum of regulating 
effects, bioavailability and high speed of response of nonspecific resistance system.

оКСалаТ ЯК РЕГУлЯТоР МЕТаБоліЧнИХ
ПРоцЕСіВ У М’ЯЗоВіЙ ТКанИні ТВаРИн іЗ РіЗнИМ 

ТаКСоноМіЧнИМ ПолоЖЕннЯМ

ХЛУС К. М.

Буковинський державний медичний університет, чернівці, Україна;
e-mail:  khlus_k@rambler.ru

Сполуки щавлевокислотного ряду характеризуються значним поширенням у 
біологічних і абіотичних компонентах природних екосистем і надзвичайною різ-
номанітністю механізмів впливу на організм живих істот. Негативні оксалатзалеж-
ні ефекти на організм можуть поглиблюватися за дії додаткових несприятливих 
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чинників довкілля; зокрема, нещодавно виявлено нові природні механізми ви-
никнення оксалатів – потужні фотохімічні реакції синтезу дикарбонових (най-
більше щавлевої) кислот в атмосфері Землі. Дослідження, що дадуть можливість 
охарактеризувати на сучасному науковому рівні механізми адаптації та дезадап-
тації метаболічних систем гомеостазу в умовах оксалатного пресингу залежно від 
еволюційного статусу організмів, встановлення особливостей реактивності моле-
кулярно-мембранних систем тварин з різним таксономічним положенням на над-
мірне надходження оксалатів дозволять, зокрема, обґрунтувати концепцію щодо 
їхньої ролі як впливового екологічного чинника в реалізації еволюційної програми 
адаптації до негативних ефектів оксалатів.

Мета дослідження: встановлення особливостей біологічної дії оксалатів на мо-
лекулярному рівні структурної організації живої матерії і параметрів оксалатної 
резистентності живих систем, що склалася протягом еволюції.

Тваринні об’єкти експериментального дослідження: виноградні слимаки Helіx 
pomatіa Linneus (Тип Mollusca, Клас Gastropoda, Ряд Geophila, Родина Helicidae) і 
бiлi конвенційні аутбреднi щури rattus norvegicus Berkenhout (Тип Chordata, Клас 
Mammalia, Ряд Rodenta, Родина Muridae).

Об’єктом дослідження були без’ядерні гомогенати м’язової тканини.
Предмет дослідження: вплив in vitro оксалату (0,5 мМ) на інтенсивність лактат-

дегідрогеназної реакції (ЛДГ-реакції).
Встановлено, що гальмівний ефект щавлевої кислоти на активність ЛДГ ске-

летних м’язів білих щурів коливається в діапазоні 8,5–52,5%. Співвідношення ак-
тивності окремих ізоензимів виявило перевагу анаеробних фракцій – ЛДГ4 і ЛДГ5 
(відповідно, 27,46 і �4,28%, сумарно 61,74 %). Найменш вираженим пригнічення 
ЛДГ-реакції спостерігається у пробах з найбільшим вмістом М-субодиниць ЛДГ. 
Отже, М-субодиниці ЛДГ, на відміну від «аеробних» Н-субодиниць, виявляють 
меншу чутливість до дії оксалатаніона, що підтверджено наступним кореляційним 
аналізом.

Схожі результати показало дослідження впливу оксалату на інтенсивність 
ЛДГ-реакції у м’язовій тканині молюсків H. pomatia L., проте сумарний вміст «ае-
робних» ізоензимів ЛДГ1 + ЛДГ2 (1�,40 проти 24,87%) і ступінь пригнічення ак-
тивності ЛДГ (12,�5 проти 26,84%) виявилися нижчими за відповідні показники у 
скелетних м’язах білих щурів.

Таким чином дійшли висновків:
1. Ступінь оксалатзалежного (0,5 мМ) пригнічення in vitro ЛДГ-реакції у 

м’язовій тканині статевозрілих молюсків H. pomatia L. складає 12,�5%. 
2. Щавлева кислота в концентрації 0,5 мМ виражено (у середньому на 26,84%) 

гальмує іn vіtro ЛДГ-реакцію у тканині м’язів білих щурів, що значно перевищує 
відповідний показник для H. pomatia L. 

�. Пригнічення інтенсивності ЛДГ-реакції обумовлено вибірковим інгібуван-
ням активності «аеробних» ізоензимів ЛДГ1 і ЛДГ2 внаслідок високої чутливості 
до оксалатаніону Н-типу субодиниць, вміст яких значно відрізняється у тварин з 
різним таксономічним положенням.
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Роль КоМПлЕКСооБРаЗоВанИЯ
ПРИ ТРанСПоРТЕ КаРБоноВЫХ КИСлоТ

ЧЕРЕЗ МоДЕльнЫЕ КлЕТоЧнЫЕ МЕМБРанЫ

ХМАРСКАЯ Л. А., БеРЗеНиНА О. В.

ГВУЗ «Украинский государственный химико-
технологический университет», Днепропетровск;

e-mail: liya1@ua.fm

Известно, что карбоновые кислоты являются составляющей частью любого 
организма, входя в состав липидов, эфиров и др. Кроме того, карбоновые кисло-
ты активно продуцируются в процессе жизнедеятельности. При взаимодействии с 
мембраной клетки эти кислоты выступают в роли протонофоров. Организм любо-
го человека на �% состоит из металлов, которые находятся в разных количествах 
и выполняют разнообразные функции. Поэтому взаимодействие ионов металлов 
и карбоновых кислот является неотъемлемым процессом, происходящем в любом 
организме. 

Целью данной работы было изучение роли комплексообразования ионов Ni2+, 
Cu2+, Zn2+ с низшими одноосновными карбоновыми кислотами (муравьиная, ук-
сусная, пропионовая) при переносе последних через модельные клеточные мем-
браны.

В качестве модели использовали бислойные липидные мембраны (БЛМ), ко-
торые адекватно отображают все свойства нативных мембран. Мембранообразую-
щий раствор готовили по методу Фолча, а БЛМ формировали согласно методу 
Мюллера на тефлоновой перегородке, разделяющей два водных пространства. Об 
изменениях свойств БЛМ и процессов, происходящих с липидным бислоем судили 
при помощи измерения удельной проводимости и мембранного потенциала. Од-
новременно с этим оценивали форму и долю комплексных частиц металлов (II) 
в растворах. Для этого были построены диаграммы распределения при помощи 
программ CHEASPro и HySS. 

Как показано ранее ионы металлов(II) не проникают сквозь БЛМ, а лишь 
обратимо адсорбируются на поверхности. Механизмы транспорта низших карбо-
новых кислот подробно описаны ранее. 

При совместном введении катионов металлов(II) и карбоновых кислот отмече-
но, что характер изменения проводимости и мембранного потенциала отличается 
от характеристик, полученных при введении индивидуальных веществ. Установ-
лено, что проводимость возрастает с ростом рН раствора и, достигнув максимума, 
резко уменьшается. Также отмечено, что величина проводимости прямо пропорцио-
нально зависит от концентрации введенного агента. В ходе анализа полученных 
результатов и диаграмм распределения установлено, что с БЛМ взаимодейству-
ет комплексный ион состава [ML]+ (где M=Ni2+, Cu2+, Zn2+; L=COO-, CH�COO-, 
CH�CH2COO-). Необходимо отметить, что при комплексообразовании полностью 
изменяется процесс транспорта через мембрану. Комплексная частица сначала ад-
сорбируется на поверхности БЛМ (изменение величины мембранного потенциала), 
а затем за счет липофильного лиганда – карбоновой кислоты – проникает сквозь 
БЛМ (изменения проводимости). 
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Было установлено, что характер изменения проводимости БЛМ не зависит от 
природы центрального атома. Различие во влиянии комплексных частиц на БЛМ 
определяется строением углеводородного радикала лиганда. С увеличением длины 
углеводородного радикала лиганда увеличивается липофильность комплексной 
частицы и, следовательно, увеличивается способность взаимодействовать с 
липидным бислоем мембраны.

МінЕРальнИЙ оБМін В ТКанИнаХ ЩУРіВ
За УМоВ D-ГіПо-, D-ГіПЕРВіТаМіноЗУ

Та ВПлИВУ ВіТаМінУ Е

ХОМеНКО А. В.

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ;
e-mail: annavic@ukr.net

У підтриманні мінерального статусу в організмі провідна роль належить вітамі-
ну D�, активні метаболіти якого діють як на рівні геному через регуляцію синтезу 
транспортних протеїнів, ензимів, так і безпосередньо впливаючи на структуру та 
функції клітинних мембран. Інтенсивність цих процесів обумовлена ступенем за-
безпеченості організму вітаміном D�, показником якого є рівень 25ОНD� у сироват-
ці крові. Одним із регуляторів метаболізму холекальциферолу виступає вітамін Е.

Метою досліджень було вивчити мінеральний обмін у різних тканинах щурів 
за умов D-гіпо-, D-гіпервітамінозу та впливу різних доз вітаміну Е. 

Встановлено, що зниження вмісту 25ОНD� у сироватці крові на 51,9% за умо-
ви D-гіповітамінозу призводило до розвитку гіпокальціємії (зниження на 26%) та 
гіпофосфатемії (зниження на 20%). У кістковій тканині, як і в сироватці крові, 
рівень кальцію та фосфору знижувався на 19 й 16% відповідно. Проте у серці їх 
вміст підвищується більш ніж на 20%. У нирках, на тлі зниження на 27% рівня 
кальцію, вміст неорганічного фосфору зростає на 26%. Показано, що сумісне вве-
дення фізіологічних доз вітаміну D� й α-токоферолу (0,726 МО) більш ефективно 
нормалізує мінеральний обмін у досліджуваних тканинах, порівняно з ефектом 
лише вітаміну D�. Проте висока доза α-токоферолу (7,26 МО) пригнічує позитив-
ний ефект холекальциферолу. 

При D-гіпервітамінозі зростання вмісту 25ОНD� у сироватці крові у �,5 раза 
на тлі гіперкальціємії (зростання на 40%) та гіперфосфатемії (зростання на 9,5%), 
у кістковій тканині спостерігалось зниження майже на 25% вмісту кальцію й на 
42% фосфору. Але у серці, як і за умови D-гіповітамінозу, їх рівень зростає на 40 та 
70% відповідно. У нирках збільшення вмісту мінеральних компонентів було менш 
вираженим. Фізіологічна доза α-токоферолу обумовлює нормалізацію вмісту міне-
ральних компонентів у досліджуваних тканинах. Тоді як застосування високої його 
дози знижує рівень кальцію у кістковій тканині та підвищує у серці й нирках. 

Таким чином, отримані результати свідчать, що вітамін Е відіграє важливу 
роль у нормалізації мінерального обміну в організмі, опосередковану вітаміном. 
Проте характер й інтенсивність впливу α-токоферолу на ці процеси залежить від 
доз та типу тканини.
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оСноВні ФРаКціЇ ліПіДіВ ТКанИн МоЗКУ
БілоГо ЩУРа В УМоВаХ ШТУЧноГо ГіПоБіоЗУ

ЦВІЛІХОВСьКий В. І., МеЛьНичУК С. Д.

Національний університет біоресурсів і природокористування України, Київ;
e-mail: tsv.val@twin.nauu.kiev.ua

У цій публікації приділяється увага складу та кількісному вмісту ліпідів у 
тканинах мозку білого щура в період штучного гіпобіозу, який було проведено за 
методом Бахметьєва–Джайя–Анжуса.

Мета роботи – встановити особливості складу та кількісного вмісту загальних 
ліпідів тканин мозку білого щура в умовах штучного гіпобіозу. 

Нами було сформовано дві групи білих щурів віком 1–12 місяців, по 5 самців 
у кожній: 1 група – контроль; 2 група – щурі, яких переводили у стан штучно-
го гіпобіозу, використовуючи герметичну камеру із температурою навколишнього 
середовища �–5 °С, в яку поміщали піддослідних тварин. Тривалість експеримен-
ту складала � години, протягом яких за допомогою змішувача газів досягалася 
зміна газового складу суміші гіпобіотичної камери (вміст СО2 підвищувався до 
18 ± 2%, а О2 – знижувався до 4 ± 1%). Забій тварин проводили за температури 
тіла 20 ± 2 °С. Екстракт ліпідів тканин мозку отримували за методом Блайя і Дає-
ра в хлороформно-метанольній суміші 1 : 2. Для розділення загальних ліпідів на 
класи, були використані платівки «Sorbfil» (Росія) з рухомою фазою гексан – діе-
тиловий ефір – оцтова кислота у співвідношенні 90 : 1 : 1. Кількісний вміст ліпідів 
визначали за методикою Петровського В. І. та ін., 1986.

Одержані дані експерименту свідчать, що кількісний вміст основних фракцій 
ліпідів тканин мозку в умовах штучного гіпобіозу білого щура різниться з кон-
трольною групою тварин. Так, за штучного гіпобіозу щурів виявлено, що рівень 
фосфоліпідів, вільних жирних кислот, діацилгліцеролів та ефірів холестеролу від-
повідно в 15,9, 28,0, 29,0, та 50,1% вірогідно підвищується, триацилгліцеролів на 
27,0% вірогідно знижується, а рівень холестеролу залишається незмінним у ткани-
нах мозку порівняно з контрольною групою тварин.

ВлИЯнИЕ нЕДоСТаТКа И ИЗБЫТКа
МЕлаТонИна на СоСТоЯнИЕ ПРооКСИДанТно–

анТИоКСИДанТноЙ СИСТЕМЫ У КРЫС

ЦеБРжиНСКий О. и., ЛАРичеВА е. Н., СеМеНчУК С. В.,
ЦВЯХ О. О., чеБОТАРь Л. Д., ЯНишеВСКАЯ В. С.

Николаевский государственный университет
им. В. А. Сухомлинского, Украина;

e-mail: tsebrzhinsky@mail.ru

Целью работы было исследование состояния прооксидантно–антиоксидант-
ной системы (ПАС) у крыс в условиях гипо- и гипермелатонинемии. Исследования 
были проведены на крысах самцах линии Вистар, которые содержались в стандарт-
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ных условиях вивария, световой режим – 12 ч (темнота) : 12 ч. (свет) – 5, 10, �0, 55 
суток. При  моделировании гипомелатонинемии животные содержались в режиме 
постоянной освещенности (1000–1500 люкс) 5, 10, �0, 55 суток. Гипермелатонине-
мия  моделировалась введением мелатонина per os 0,� и 1 мг/кг массы тела/сутки 5, 
10, �0, 55 суток. В сыворотке крови и гомогенатах органов определяли показатели: 
диеновые конъюгаты (ДК) и малоновый диальдегид (МДА), активность суперок-
сиддисмутазы (СОД), каталазы (КТ), глютатионпероксидазы (ГПО).

В результате проведенных исследований было установлено, что в условиях крат-
косрочного эксперимента наблюдается разнонаправленная реакция в исследуемых 
органах, что может быть связано с изменением продукции эндогенного мелатонина 
в этих органах и использованием низкомолекулярных антиоксидантов. 

При длительных экспериментах эффекты недостатка или же избытка мелато-
нина проявляются более отчетливо. При недостатке мелатонина в течение дли-
тельного времени в различных органах активизируется пероксидное окисление, 
что приводит к увеличению концентраций его первичных (ДК) и вторичных 
(МДА) продуктов и снижению активности антиоксидантных энзимов. Однако и 
длительное введение мелатонина в дозе 1 мг/кг массы тела/сутки у крыс вызыва-
ло аналогичный эффект – во всех исследуемых органах, кроме сердца, и в крови 
увеличиваются концентрации ДК и МДА, а активность антиоксидантных энзи-
мов снижается. Это может свидетельствовать не только об антиоксидантных, но 
и о прооксидантных свойствах мелатонина при длительном введении per os в дозе 
1 мг/кг массы тела/сутки.

ПоКаЗнИКИ ПЕРоКСИДноГо оКИСлЕннЯ
ліПіДіВ Та ЕнЕРГЕТИЧноГо оБМінУ

У СПЕРМі КнУРіВ-ПліДнИКіВ

ЦеХМІСТРеНКО С. І., ПОЛІЩУК С. А., РАДЗІВІЛОВА ю. О.

Національний аграрний університет, Біла Церква, Україна;
e-mail: sveta7880@ukr.net

Вивчення особливостей функціонування статевих клітин кнурів-плідників, 
які відіграють вирішальну роль у здійсненні репродуктивної функції, набуває 
особливої актуальності в сучасних умовах. 

Дослідження проводили в ННДЦ Білоцерківського національного аграрного 
університету. Матеріалом для дослідження була сперма кнурів-плідників 20-місяч-
ного віку. Мітохондрії сперміїв виділяли за допомогою рефрижераторної ультра-
центрифуги (14 000 g). Стан процесів пероксидного окислення ліпідів оцінювали 
за активністю каталази, супероксиддисмутази, глутатіонпероксидази, глутатіонре-
дуктази та за вмістом гідропероксидів ліпідів, дієнових кон’югатів, ТБК-активних 
продуктів і церулоплазміну. Інтенсивність енергетичного обміну оцінювали за ак-
тивністю АТР-ази, лактатдегідрогенази, малатдегідрогенази, сукцинатдегідрогена-
зи, цитохромоксидази та за вмістом глюкози, фруктози, лимонної і піровиноград-
ної кислот у плазмі кнурів-плідників та субклітинних фракціях (мітохондріях і 
цитоплазмі) сперміїв. Результати досліджень обробляли статистично.
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Внаслідок проведених досліджень встановлено, що інтенсивність вільноради-
кального окислення ліпідів у плазмі сперми кнурів має певні особливості. Рі-
вень первинних продуктів пероксидного окислення ліпідів у спермі кнурів гібриду 
Оптимус достовірно вищий (у 2,7 раза) порівняно з показниками кнурів породи 
Ландрас. Кількість вторинних продуктів ліпопероксидації, зокрема ТБК-активних 
продуктів, була вищою у �,2 раза (Р < 0,05). Активність каталази у спермі кнурів-плід-
ників гібриду Оптимус у чотири рази вища порівняно із кнурами породи Ландрас. 

Встановлено, що основним енергетичним субстратом для сперміїв є фруктоза, 
вміст якої значно більше, ніж глюкози. Виявлено високу активність сукцинатде-
гідрогенази та цитохромоксидази в мітохондріях сперміїв. Сперма кнурів породи 
Ландрас характеризується вищим енергетичним потенціалом. Можливо, це і обу-
мовлює різну рухливість та запліднюючу здатність сперми кнурів різних порід. В 
умовах нормального фізіологічного стану організму співвідношення між вільнора-
дикальним окисленням та енергетичним обміном збалансоване.

Таким чином, дослідження процесів пероксидного окислення ліпідів та енер-
гетичного обміну свідчить про те, що сперма кнурів-плідників характеризується 
інтенсивними обмінними процесами, які виявляють породні особливості. 

ЕнЕРГЕТИЧнИЙ оБМін Та анТИоКСИДанТнИЙ
СТаТУС ТКанИн ПТИці

ЦеХМІСТРеНКО С. І., ЯРеМчУК Т. С., ЦеХМІСТРеНКО О. С.,
ПОЛІЩУК В. М., чУБАР О. М., ПОНОМАРеНКО Н. В.

Білоцерківський національний аграрний університет, Україна;
e-mail: t.yaremchuk@mail.ru

Метою роботи було дослідження енергетичного обміну та механізмів форму-
вання і функціонування системи антиоксидантного захисту (АОЗ) в організмі пти-
ці у видовому і віковому аспектах та за дії різних чинників (важкі метали, сполуки 
Se, тканинні препарати та кормові добавки).

Матеріалом дослідження була кров, тканини печінки, нирок та підшлункової 
залози птиці різних видів (кури, перепели, страуси).

Досліджували активність основних ензимів енергетичного обміну: сукцинатде-
гідрогенази (СДГ), цитохромоксидази (ЦХО), лактатдегідрогенази (ЛДГ), вміст кре-
атинфосфату, неорганічного фосфору. Стан системи АОЗ оцінювали за активністю 
ензимів: супероксиддисмутази (СОД), каталази та глутатіонпероксидази (ГПО).

Під час переходу від ембріонального до постнатального періоду розвитку в 
організмі птиці відбувається істотне зростання активності ензимів анаеробної та 
аеробної фаз розщеплення вуглеводів, а також дихального ланцюга мітохондрій. 
Початок функціонування легеневого типу дихання у птиці характеризується висо-
кою активністю ензимів системи антиоксидантного захисту в органах травлення 
та виділення.

Встановлена інтенсифікація процесів гліколізу, активація ензимів циклу Креб-
са та дихального ланцюга мітохондрій у період початку та становлення яйцекладки. 
Активацію системи АОЗ відмічено у періоди зміни пера та статевого дозрівання 
залежно від виду птиці та напряму продуктивності.

РеГУЛЯЦІЯ МеТАБОЛІчНиХ ТА КЛІТиННиХ ФУНКЦІї
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В організмі птиці на початку та в період становлення яйцекладки зростає ін-
тенсивність обмінних процесів. У цей період відбувається активація системи АОЗ, 
яка бере участь у знешкодженні активних форм оксигену, що утворюються внаслі-
док інтенсивного функціонування дихального ланцюга мітохондрій. Висока актив-
ність СДГ та ЦХО за низького вмісту креатинфосфату та неорганічного фосфору 
в період вилуплення та інтенсивної яйцекладки свідчить про високу потребу ор-
ганізму птиці в енергії. Підвищений рівень СОД у цей період забезпечує утиліза-
цію вільних радикалів. Неузгодженість у роботі СОД та каталази компенсується 
зростанням активності ГПО у тканинах органів травлення. У нирках та печінці 
перепелів виявлено зростання антирадикального захисту за дії сполук селену.

аКТИВніСТь ЕнЗИМіВ ЕнЕРГЕТИЧноГо
МЕТаБоліЗМУ ГЕПаТоцИТіВ ЩУРіВ ПіСлЯ ДоЗоВаноГо 

ГіПоКСИЧноГо Та ГіПЕРоКСИЧноГо ВПлИВіВ

чАКА О. Г., ЯНКО Р. В.

Інститут фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України, Київ;
e-mail: lenchaka@ukr.net

Кисень відіграє ключову роль в життєдіяльності більшості живих істот. Істотне 
зниження або підвищення вмісту кисню в повітрі може призвести до загибелі ор-
ганізму. В той же час дозована гіпоксія, як і дозована гіпероксія, широко викорис-
товується для лікування багатьох захворювань. Показано, що адаптація до гіпоксії 
здійснюється шляхом збільшення активності ензимів енергетичного метаболізму 
та синтезу додаткової кількості нових ензимів. 

Метою проведених досліджень було вивчення впливу дозованих гіпо- та гі-
пероксичних газових сумішей на активність ензимів енергетичного метаболізму 
паренхіми печінки щурів. 

Дослідження проведено на �0 щурах-самцях лінії Wistar, віком 6 місяців. Щурів 
було розділено на три групи: І група – контрольні щури, ІІ група – тварини, що 
отримували гіпоксичну газову суміш (10% кисню в азоті), IІІ група – щури, що за-
знавали впливу гіпероксичної газової суміші (40% кисню в повітрі). Газові суміші 
щурам ІІ та ІІІ груп подавали протягом однієї години щоденно. Тривалість експе-
рименту становила 28 діб. Щурі як контрольних, так і дослідних груп мали віль-
ний доступ до води і корму ad libitum. 

З гомогенату печінки щурів диференційним центрифугуванням видаляли мі-
тохондрії. У суспензії мітохондрій гепатоцитів визначали активність сукцинатде-
гідрогенази (методом Кривченкової), глюкозо-6-фосфатази (методом Швансона) та 
концентрацію протеїну (методом Лоурі). 

Одержані експериментальні дані показали, що після 28-добового впливу дозо-
ваної гіпоксичної газової суміші активність сукцинатдегідрогенази в суспензії міто-
хондрій гепатоцитів зростає на 51% порівняно з контролем. Збільшення активності 
цього ензиму свідчить про підвищення енергетичного потенціалу мітохондрій та 
активацію окислення сукцинату. В умовах дозованої гіпероксії активність сукци-
натдегідрогенази навпаки – зменшується на 19%, що може вказувати на зниження 
енергетичного потенціалу гепатоцитів. 

СТеНДОВІ ПОВІДОМЛеННЯ
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Концентрація протеїну в суспензії мітохондрій гепатоцитів після 28-добового 
впливу дозованої гіпоксичної або гіпероксичної газових сумішей зростає на 27 і 
46% відповідно порівняно з контролем. Збільшення концентрації протеїну в міто-
хондріях вказує на посилення протеїнсинтезуючої активності останніх.

Активність глюкозо-6-фосфатази в суспензії мітохондрій гепатоцитів після 
впливу дозованої гіпоксичної або гіпероксичної газових сумішей зменшується від-
повідно на 4� і 26%, порівняно з контролем. Тобто в умовах дозованої гіпоксії і 
гіпероксії не виникає потреби в інтенсифікації процесів глюконеогенезу. 

Отже, як дозована гіпоксична, так і дозована гіпероксична газова суміш сти-
мулюють протеїнсинтезуючу активність мітохондрій, але знижують інтенсивність 
глюконеогенезу. Крім того, дозована гіпоксична газова суміш підвищує енерге-
тичний потенціал гепатоцитів (зростає активність сукцинатдегідрогенази), чого не 
спостерігається після впливу дозованої гіпероксичної газової суміші. В умовах де-
фіциту кисню зростання активності сукцинатдегідрогенази забезпечує підвищен-
ня синтезу АТР, що сприяє адаптації клітин до гіпоксії.

INFLUENCE OF ACTINOMYCIN D ON ISOCITRATE
LYASE IN SOYBEAN SEEDS DURING GERMINATION
IN THE MEDIUM CONTAINING COBALT CHLORIDE 

cHEcHUI H. 

Karazin Kharkov National University, Ukraine

Glyoxilate cycle is one of gluconeogenesis stages, i.e. transformation of the lipids 
stored in seeds into saccharum and functions in seeds of oily cultures in their germination. 
The key enzyme of glyoxylate cycle is enzyme  isocitrate lyase ICL (CF 4.1.�.1). Because 
of rapid industrial development a considerable accumulation of heavy metals in the envi-
ronment has been observed recently. The aim of the present paper is to research influence 
of actinomycin D on isocitrate lyase activity under the conditions of influence of cobalt 
chloride in soybean seeds during germination.

The object of study were germinating seeds (s. Clark) soybean grown on the viva-
rium territory at V. N. Karazin National University. The seeds have been sterilised and 
germinated сobalt chloride concentration is 10-4 M actinomycin D (Act D) was added in 
concentration of 100 mkg/ml into the medium of sprouting. Cotyledons of soybean seeds 
sprouting in one, three and five days have been used in the experiments. ICL activity has 
been determination according to the Dixon and Kornberg method and expressed in na-
nomoles of phenilhydrazonglyoxylate per 1 mg of protein per 1 min. 

Cobalt chloride increased ICL activity on the third day as to control indicators and as 
to ICL activity on the first day. A significant progress in the research of heavy metals has 
been achieved due to development of molecular-biologic research which enables to identify 
some genes coding heavy metals transmitting agents.  To find out one of possible mecha-
nisms of ICL activity change, we have investigated AmD influence on the enzyme activity 
under the influence of cobalt chloride. AmD does not influence ICL activity during the 
first day of soybean seeds germination.

Thus, the obtained data as to inhibition of ICL activity by antibiotics at the time 
when there was not true activity increase either in control, or under the influence of co-
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balt chloride as to the first day, agree with data of literature and form the integral picture 
of enzyme synthesis activity in glyoxysomes . But on the third day of germination Act D 
did not influence ICL activity which, most probably, is explained by short-time action 
of antibiotics. On the third day when Act D was added into seeds germination medium 
simultaneously with cobalt chloride, ICL activity increase has been noticed relative to 
control and relative to the first day. 

The idea of this mechanism is in the fact that ІCL activity increase is a result of de 
novo enzyme synthesis. Thus, according to the data obtained it is possible to conclude that 
cobalt chloride influences ICL on transcripsional level.

ЕКолоГо-БіоХіМіЧні оСоБлИВоСТі МЕТаБоліЗМУ
РоСлИн РоДУ РЯСКа (Lemna L.)

ЯРеМКО О. Є.

Львівський національний аграрний університет, Львів-Дубляни, Україна;
e-mail: yaremko_o@mail.ru

Вивчення еколого-біохімічних особливостей водних рослин, зокрема представ-
ників роду ряска (Lemna L.), є важливою науковою проблемою. Адже за умов сьо-
годення актуальним є пошук нових цінних джерел рослинного матеріалу, котрі 
зможуть ефективно забезпечити потреби тваринництва, птахівництва, рибництва.

Застосування рослин ряски в сільському господарстві України нині недостат-
нє, на відміну від інших країн Європи, Азії та Америки. Для активнішого впро-
вадження рослин ряски у практику сільськогосподарського виробництва необхідне 
вивчення біохімічного складу клітин та метаболічних процесів у рослинах різних 
видів роду Lemna L.

Тому метою роботи було дослідити вміст окремих органічних речовин, макро- і 
мікроелементів у рослинах ряски, що зростають у водоймах Львівщини. 

У дослідженні використовували два види рослин роду Lemna L., зібраних з 
поверхні природних водойм, а саме: L. minor L., L. trisulka L. У тканинних екстрак-
тах досліджували вміст протеїну, нейтральних ліпідів, моносахаридів, каротину, 
вітамінів С і Е та хімічних елементів (N, Ca, Р, Zn, Fe). Водночас аналізували 
активність окремих ензимів енергетичного обміну (піруваткіназа, лактатдегідроге-
наза), антиоксидантної системи (супероксиддисмутаза, глутатіонпероксидаза, глу-
татіонредуктаза) та вміст продуктів пероксидного окислення ліпідів (ПОЛ) – спо-
лук, що реагують з тіобарбітуровою кислотою (ТБК-активні продукти) в лізатах 
клітин.

У дослідженнях встановлено, що показники, які характеризують вміст біоор-
ганічних компонентів у рослинах двох досліджуваних видів ряски, близькі за свої-
ми значеннями, що свідчить про подібну інтенсивність метаболізму цих рослин 
та однакову цінність різних видів ряски з точки зору практичного застосування 
як кормових продуктів. Однак ряска мала (L. minor L.) найбільш розповсюджена 
в водоймах Львівщини. У зв’язку з цим рослини цього виду були вибрані для де-
тальніших досліджень.
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