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У біосенсорних та сенсорних технологіях
триває пошук методів з якомога ширшим
колом застосування і з найвищою абсолют�
ною чутливістю. Йде невпинне вдосконалення
методу, який найбільшою мірою відповідає
цим вимогам, — методу флуоресценції.
В минулі часи його розвиток та впровадження
були пов’язані з органічними барвниками.
Чималий набір цих барвників з різними
спектроскопічними параметрами і практично
невичерпними можливостями ковалентної
модифікації та функціоналізації в біологіч�
них системах забезпечили широке застосу�
вання їх у молекулярних та клінічних дослі�
дженнях. Проте виявились і їхні суттєві
недоліки, передусім низька фотохімічна
стійкість, тобто здатність до вицвітання (фо�
тодеградації). Існують принципові обмежен�
ня й щодо їхньої яскравості, часу випромі�
нювання тощо.

В останній час дослідники звернули ува�
гу на унікальні спектроскопічні властивості
кластерів срібла, що складаються з декіль�
кох атомів — Аgn, де n = 2 – 8 [1, 2]. Маючи
оптичні характеристики, подібні до ор�
ганічних барвників, вони перевершують їх
за величиною молярного поглинання та фо�
тостабільністю [3]. Водночас кластери значно
менші за розміром порівняно з напівпровід�

никовими наноматеріалами (квантовими
точками), які токсичні на рівні клітини та
організму. Відсутність цих недоліків у поєд�
нанні зі значними перевагами в оптичних
властивостях (таблиця) робить кластери
срібла гідними уваги в різноманітних сфе�
рах застосування. Цікаві та обнадійливі ре�
зультати одержано на рівні одиничних мо�
лекул для розвитку молекулярно�оптичних
і електронних пристроїв майбутнього [4].
Багатообіцяльним є їх використання в моле�
кулярних сенсорах та біосенсорах [5–7],
а також у біології клітини [8, 9]. Обговорен�
ню цих питань присвячено цей огляд.

Властивості кластерів срібла

Кластери з кількох (2–8) атомів срібла
мають унікальні властивості. Це структури
розміром менше 0,5 нм. Їхні властивості
принципово відрізняються від добре вивче�
них більших за розміром наночастинок
срібла. Для останніх є характерним плаз�
монне поглинання та розсіювання [10]. Ло�
калізовані плазмони — це одночасні коли�
вання електронів, що виникають унаслідок
просторового обмеження їх руху в наночас�
тинках (деяких) металів. Оскільки їхній
розмір значно менший, ніж довжина хвилі 

ОГЛЯДИ
УДК 577 (087.1 + 112.4)

КЛАСТЕРИ З ДЕКІЛЬКОХ АТОМІВ СРІБЛА КЛАСТЕРИ З ДЕКІЛЬКОХ АТОМІВ СРІБЛА 
У ФЛУОРЕСЦЕНТНИХ СЕНСОРНИХ ТЕХНОЛОГІЯХУ ФЛУОРЕСЦЕНТНИХ СЕНСОРНИХ ТЕХНОЛОГІЯХ

Ключові слова: флуоресценція, кластери атомів срібла, сенсорні технології.

О. П. ДЕМЧЕНКО, М. І. КАНЮК

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, Київ

E�mail: alexdem@ukr.net; kanyukni@ukr.net

Кластери з декількох атомів срібла мають унікальні оптичні властивості, що дозволяє розгляда�
ти їх як ефективну заміну органічним барвникам у різних флуоресцентних сенсорних технологіях.
Описано їхні властивості і приклади застосування, техніку створення і стабілізації за допомогою
різних високомолекулярних та низькомолекулярних матриць. Зокрема, дуже простими є методи
одержання кластерів із використанням хімічних відновників, а також відновлення під дією світла.

Продемонстровано застосування кластерів срібла для мічення ДНК та створення ДНК�сенсорів на
основі їх гібридизації з наступним детектуванням флуоресценції кластерів. Надзвичайно швидко роз�
виваються інші перспективні напрями, зокрема детектування іонів та мічення живих клітин, як
у плані фундаментальних досліджень, так і з огляду на широкі можливості практичного застосування.
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світла, то виникають коливання густини
електронів з частотою світла. Спектри екстин�
ції містять значну компоненту розсіювання,
а також пік плазмонного резонансного по�
глинання при 380–410 нм. Такі частинки
практично не випромінюють світла. Їхні
властивості зазнають істотних змін зі змен�
шенням розміру до кількох атомів (рис. 1).

Змінюються спектральні характеристи�
ки кластерів, передусім зникає їх плазмонне
поглинання, оскільки колективних коли�
вань електронів уже не існує. Водночас ви�
никають нові смуги поглинання у видимій
та ближній ультрафіолетовій (УФ) області
завдяки збільшенню відстані між енерге�
тичними рівнями. Кластери срібла стають
потужними випромінювачами флуоресцен�
ції, і це випромінювання нагадує флуорес�
ценцію органічних молекул. Такі зміни від�
буваються тому, що в кластерах атомів
металу електрони вже не делокалізовані 

й для них характерні дискретні електронні
стани і електронні переходи між цими станами.
Ці електронні переходи відповідають енергії
поглинання та випромінювання світла у ви�
димій області спектра саме так, як і в орга�
нічних барвників. Характерною мірою роз�
міру тут є Фермі�довжина хвилі електрона
(довжина де Бройля електрона з енергією
Фермі). Для срібла вона становить ~0,5 нм.
Фізику цих процесів активно вивчають. Одна
з моделей, запропонованих для Аgn, полягає
в тому, що поглинання фотона переводить
електрон з рівня d до порожнього рівня sp,
вищого за енергію від рівня Фермі. Після
втрати енергії через релаксації (механізм яких
досі невідомий) рекомбінація електрона та
«дірки» призводить до випромінювання
світла. Для електронних переходів харак�
терна значна сила осцилятора (що визначає
ефективність поглинання світла) і високий
квантовий вихід випромінювання.

Порівняльні властивості кластерів срібла, органічних барвників та квантових точок

Властивості Кластери срібла Органічні барвники Квантові точки

Розмір (нм) ~0,5 0,5–2 10–20

Молярна екстинція (М–1 см–1) ~105 103–105 ~107

Час життя флуоресценції (нс) 0,5–5 3–5 10–20

Стоксів зсув (нм) До 100 10–60 ~15 

Чутливість спектрів до оточення Помірна Різна, часом значна Відсутня 

Фотостабільність Стабільні Вицвітають Стабільні 

Токсичність Відсутня Різна Потенційно значна 

Рис. 1. Властивості матеріалів срібла залежно від їхнього розміру. 
Зменшення розміру від наночастинок до кластерів з кількох атомів призводить до радикальних змін

фізичних властивостей

Суцільний метал
Вільний рух
електронів

Резонансне
поглинання
атомів

Квантові електронні
переходи

Плазмонні ефекти
Мі�розсіяння

Металічні властивості  

Металеві
атоми
Одновалент�
ний електрон

Металеві кластери
Дискретні рівні
матерії

Металеві
наночастинки
Локалізований
плазусний резонанс

0,1 нм 10 мкм1 мкм100 нм10 нм1 нм

Квазі�неперервні електронні енергетичні стани
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Дослідження оптичних властивостей
кластерів срібла мають довгу історію як
в плані наукових досліджень, так і розроб�
лення та вдосконалення матеріалів для фо�
тографії [11]. Дослідження в кріогенних
матрицях благородних газів (аргон, крип�
тон) показали, що навіть двох атомів дос�
татньо для спостереження «молекулярного
типу» випромінювання з часом життя
в кілька наносекунд [12]. Так, для кластерів
Аg2 характерні смуги поглинання при 384 нм
і емісії — 479 нм. Для кластерів Аg3 в спект�
рах збудження спостерігаються відносно
вузькі максимуми за 321, 386 та 492 нм,
а в спектрах випромінювання — дві основні
смуги за 374 та 622 нм, що відсутні в спект�
рах димерів. Що стосується кластерів з біль�
шим числом атомів, то їхні властивості
вивчено менше, і не існує єдиної думки до�
слідників щодо класифікації їхніх спектрів
[13]. Проте простежується загальна тенден�
ція зсуву спектрів поглинання і випроміню�
вання до великих довжин хвилі зі збільшен�
ням числа атомів Аg.

Створення та стабілізація кластерів

Наведені вище дані слід віднести до перед�
історії технологічних та, зокрема, біотехно�
логічних застосувань. Справжня історія
розпочалася тоді, коли було показано мож�
ливість створення та стабілізації Аgn�клас�
терів за кімнатних температур у водних роз�
чинах дендритних полімерів [14] і молекул
ДНК [15–17], які правили за матриці, тобто
це молекули, які стабілізують кластери і за�
побігають росту їх до наночастинок.

Одержувати кластери срібла дуже прос�
то. Увесь процес складається з одного етапу
й не потребує значних витрат часу чи кош�
тів. Тут існує декілька методів з використан�
ням розчинних солей срібла, зокрема
Аg+NO3

–. Дослідник має широкий набір ме�
ханізмів відновлення іонів до атомів, зокре�
ма застосування хімічних відновлювачів
[17], фотовідновлення [18, 19], радіолітичне
[20] і навіть ультразвукове [21] відновлення.
Відновлення під дією світла відбувається за
допомогою утворених у розчиннику фото�
електронів і дозволяє контролювати процес
у просторі й часі, що дає значні переваги
в біотехнологічних застосуваннях. 

Таким чином, складність в одержанні
кластерів полягає в застосуванні спеціаль�
них матриць, які обмежують розміри клас�
терів срібла (Аg2–8), утримують, стабілізу�
ють, а потім не дають їм можливості рости
далі до наночастинок. Тому без матриць не�

можливо створити стабільні кластери. Таки�
ми матрицями можуть слугувати полімерні
молекули, що містять багаті на електрони
атоми сірки, азоту й кисню. Саме під час
взаємодії з ними відбувається стабілізація
кластерів. На додаток до використаних
вперше поліамідоамінових (ПАМАМ) денд�
римерів [14] і однонитчастих сегментів ДНК
(ssДНК) [15–17] було запропоновано засто�
совувати інші полімери, наприклад поліак�
рилову [22] та поліметакрилову [23] кислоти.

Низькомолекулярні речовини також
можна використовувати як матриці. Зокре�
ма, це показано для барвника тіофлавіну Т
[24], похідних тіолів [5, 25, 26] та амінів
[19]. Для різних біотехнологій є дуже ціка�
вим застосування пептидів [27, 28] і протеї�
нів [29]. 

Механізм взаємодії кластерів з матрицею

Багато авторів стверджують, що за наяв�
ності певного типу стабілізаторів та матриць
утворюються кластери лише певного типу.
Зокрема, зі збільшенням часу опромінення
спостерігається збільшення інтенсивності
поглинання та флуоресценції в певних сму�
гах, але не поява нових смуг (рис. 2). Ці спо�
стереження дуже зручні та надійні, оскіль�
ки ані вихідні іони срібла, ані наночастинки
більшого розміру не флуоресціюють. Усі ма�
теріали, які мають здатність стабілізувати
кластери, містять атоми сірки, азоту та кис�
ню, що відомі як атоми, багаті на електрони
і здатні бути їхніми донорами в комплексах
з перенесенням заряду [30]. Такі центри ут�
ворення кластерів є в дендримерах [14], пеп�
тидах [28], протеїнах [29] та нуклеїнових
кислотах [3, 31]. 

Варто відзначити, що кластери утворю�
ються під час взаємодії з основами ДНК, а не
із сахаридно�фосфатним остовом, як можна
було б очікувати у разі первинної електро�
статичної взаємодії з іонами срібла. Важли�
во, що саме одноланцюгові сегменти ДНК
є найкращими центрами утворення класте�
рів, і простежуються дуже різні спектроско�
пічні ефекти при зв’язуванні з різними осно�
вами [15], зокрема значна різниця в кольорі
флуоресценції (рис. 3). Такі незвичайні влас�
тивості привернули увагу теоретиків [32].
Вони можуть бути корисними і в практично�
му плані, адже це уможливлює ідентифіку�
вання однонуклеотидних мутацій [33].

Цікаво, що спостерігається відносно по�
тужна флуоресценція кластерів, утворених
у водних розчинах, тобто в умовах, коли має
відбуватися її гасіння за відомим механізмом
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перенесення електрона на розчинник. Це
свідчить про екранування кластерів від вод�
ного оточення. Іони срібла є відомими гасія�
ми флуоресценції, але наявність їх у процесі
фотовідновлення не впливає на флуоресцен�
цію вже утворених кластерів. Відносно слаб�
ка залежність спектрів кластерів, утворених
на полімерних носіях від розчинника (див.
нижче), є ще одним свідченням цього. Та�

ким чином, взаємодія кластера з матрицею
має бути основним чинником, що визначає
спектроскопічні властивості.

Найхарактернішою з цих властивостей
є значний Стоксів зсув (зсув між спектрами
поглинання і випромінювання), що досягає
2500–2700 см–1, тобто порядку 100 нм (рис. 2).
Природа цього зсуву наразі невідома. Проте
є підстави вважати, що її природа пов’язана

Рис. 2. Спектри поглинання (А) та флуоресценції (Б) водного розчину ПМAА (поліметакрилова кислота)
і AgNO3 за різного часу опромінювання довжиною хвилі 365 нм (у хв):

a — 0; b — 5; c — 10; d — 20; e — 40; f — 60; g — 90. Крива h у Б — спектр збудження, що відповідає
флуоресценції при 620 нм [23]
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Рис. 3. Спектри поглинання і флуоресценції для різних послідовностей ssДНК, 
що включають кластери срібла: 

А — кластери із синім випромінюванням, створені на 5′�CCCTTTAACCCC�3′; Б — кластери із зеленим
випромінюванням, створені на 5′�CCCTCTTAACCC�3′; В — кластери з жовтим випромінюванням, створені
на 5′�CCCTTAATCCCC�3′; Г — кластери з червоним випромінюванням, створені на 5′�CCTCCTTCCTCC�3′;
Д — кластери з ближнім ІЧ�випромінюванням, створені на 5′�CCCTAACTCCCC�3′; Е — фото випроміню�
вальних розчинів, що відповідають А–Г [15]
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із взаємодією кластерів зі своїм оточенням,
а саме з утворенням комплексів з перенесен�
ням заряду в основному стані. Сусідні атоми
сірки, азоту чи кисню можуть переносити
частково електронний заряд на кластери,
які є його акцепторами, а утворення таких
комплексів припиняє подальший ріст клас�
терів до наночастинок.

Матриці з олігонуклеотидів. 
Структурні та спектральні відмінності

Найбільш вивченими є кластери, створені
на основі ssДНК. Дослідники, які викорис�
товують олігонуклеотиди як матриці для
кластерів, помітили суттєву різницю в спект�
рах поглинання та флуоресценції залежно
від гетероциклічних основ нуклеотидів, що
видно з порівняння 12�членних олігонуклео�
тидних матриць [15]. Для послідовностей,
які складаються з основ А, С та G, спостері�
гаються значні спектральні відмінності від
основи Т, що можна пояснити в термінах
різної стабільності комплексів з перенесен�
ням заряду. Як вважають, вона корелює зі
спектроскопічними властивостями, і для ос�
нови Т ці комплекси значно слабші. У цьому
разі флуоресценція спостерігається в синій
ділянці спектру, а в інших — значно зміще�
на в ділянку великих довжин хвиль. Підбо�
ром коротких послідовностей ssДНК можна
варіювати колір флуоресценції в широких
межах (рис. 3). За відсутності прямих даних
про розмір кластерів ще не з’ясовано, чи ця
різниця може бути спричинена не тільки різ�
ною взаємодією з атомами оточення, а ще й від�
мінностями в розмірі та структурі кластерів.

Непрямим свідченням того, що розмір

кластера відіграє дуже важливу роль у спект�
роскопічних властивостях, є дослідження
з ДНК�шпильками (рис. 4), які є штучними
олігомерними молекулами. Вони склада�
ються в структуру, в якій утворюється дво�
ланцюговий сегмент — «хвіст» та однолан�
цюгова «голівка». У даному випадку було
синтезовано набір молекул типу 5′�TATC�
CGT�Cn�ACGGATA�3′, де 7 пар основ утво�
рювали «хвіст», а послідовність з 3 до 12 ци�
тозинів (�Cn�) — «голівки» різного розміру
[34]. Інкубація в розчині з AgNO3 в присут�
ності відновника NaBH4 призводила до утво�
рення кластерів, іммобілізованих на «голів�
ках». Як видно з рис. 4, в усіх випадках за
винятком С3 одночасно спостерігаються два
типи кластерів з відмінними властивостя�
ми, а порівняння шпильок з різною довжи�
ною «голівок» дало змогу ідентифікувати
кластери чотирьох типів.

Така специфіка зв’язування Аgn�клас�
терів із ssДНК і залежність спектрів флуо�
ресценції від виду та послідовності її основ
стимулювала розробку нових та модифіка�
цію існуючих аналітичних методів. Так,
сенсорна послідовність ДНК із включенням
олігоцитозинової петлі може гібридизувати�
ся з ланцюгом ДНК, який розпізнається
(рис. 5), а сформований дуплекс слугувати�
ме матрицею для утворення кластера срібла
[33]. Флуоресценція цього кластера може
давати інформацію, що дозволяє селективно
ідентифікувати типову однонуклеотидну
мутацію, зокрема серпоподібно�клітинну
анемію (рис. 6). Це свідчить про можливість
широкого застосування даного явища в ме�
тодах, які базуються на гібридизації ДНК.

Рис. 4. Властивості кластерів, іммобілізованих на «голівках» ДНКaшпильок:
А — структура ДНК�шпильок типу 5′�TATCCGT�Cn�ACGGATA�3′ з різною величиною шпильок (�Cn�)

з 3<n<12. Кластери срібла утворюються на одноланцюгових «голівках»; Б — двовимірні діаграми
спектрів поглинання і флуоресценції для різних послідовностей ssДНК «голівок» різного розміру
(С3–С12). «Зелені» і «червоні» максимуми позначено «Х» і зазначено їхню інтенсивність у відносних оди�
ницях. Сірі смуги вказують на умови поглинання і випромінювання, де сигнал флуоресценції маскується
світлорозсіянням [34]

А Б
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Полімерні та дендримерні носії

Найбільш активний пошук носіїв для
формування кластерів останнім часом здійс�
нюється серед водорозчинних штучних
полімерних молекул. Першими було описа�
но флуоресцентні кластери, сформовані на
ПАМАМ�дендримерах (полімерах, де розга�
лужені гілки однакового розміру виходять
з єдиного центра) з ОН�кінцевими групами.
Для них характерний дуже широкий спектр
флуоресценції — від 533 до 648 нм [14].
Різні полімерні композити, що утворюють 

частинки (220 нм) мікрогелів [35] та молеку�
лярні гідрогелі [22], сформовані полігліце�
ролом — блок�поліакриловою кислотою,
вказують на необхідність наявності –СООН�
груп для утворення кластерів. Під час фото�
хімічного відновлення тут утворюються клас�
тери з випромінюванням у межах 600 нм.

Значно простіше та дешевше використо�
вувати водні розчини широкодоступних
полімерів, таких як поліметакрилова кисло�
та [18]. За фотовідновлення при 365 нм тут
утворюються кластери зі свіченням при 620 нм
з квантовим виходом 18,6%. 

Рис. 5. Використання сенсорної ДНК з петлею олігоaС для гібридизації з аналізованою ДНК 
з метою пошуку мутантних форм.

Прикладом слугує мутація, що призводить до серпоподібно�клітинної анемії. Str�A — сегмент β�ланцю�
га гемоглобіну, Str B — його мутантної форми, а Str�C — сенсорний ДНК�сегмент, що гібридизується
з обома формами. Далі відбувається створення кластерів срібла на петлі оліго�С. У разі гібридизації з нор�
мальною формою спостерігається інтенсивна флуоресценція, а з патологічною — ні [33]

Рис. 6. Спектри збудження та флуоресценції кластерів срібла, утворених на гібридизованій структурі
StraB/StraC (А). Фото цих флуоресцентних об’єктів (Б). Спектри поглинання (В) і флуоресценції (Г) 

за збудження 520 нм кластерів, синтезованих на StraC (чорний), дуплексі StraA/StraC (червоний), StraВ
(зелений) та дуплексі StraB/StraC (синій) [33]
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Пептидні та протеїнові матриці

Структури, що можуть бути створені ліній�
ною комбінацією амінокислотних залишків
у пептидах та протеїнах, і просторова органі�
зація останніх дають невичерпні можливості
для створення матриць, які стабілізують
кластери. У літературі існує багато даних
про спорідненість деяких із цих залишків
(зокрема проліну й метіоніну) до іонів срібла,
проте досі не зрозуміло, чи існує залежність
між зв’язуванням іонів та формуванням
відновлених кластерів. Тому дослідники
ідуть емпіричним шляхом, але результатів
для певних узагальнень ще недостатньо.

Нещодавно було показано, що протеїн α�
хімотрипсин може слугувати матрицею [29]
під час хімічного відновлення іонів срібла.
Даних про структуру та локалізацію цих
кластерів у молекулі протеїну немає. Проте
спостерігається їх інтенсивна емісія при 680 нм
за збудження при 500 нм (рис. 7). Виявило�
ся, що значний надлишок відновлювального
реагента NаВН4 відновлює дисульфідні
зв’язки і призводить до часткової або повної
денатурації. Однак його видалення шляхом
діалізу відновлює ензимну активність зі збе�
реженням інтенсивної флуоресценції.

Дослідників цікавив ядерний протеїн
нуклеолін, який має високу спорідненість
до іонів срібла. Синтетичні пептиди, що
подібні до фрагмента цього протеїну і мають
у своїй структурі залишки цистеїну (С), глу�
тамінової кислоти (Е), лізину (К) та аспа�
рагінової кислоти (D), можуть бути ефектив�
ними матрицями [28], а за надлишку
аргініну легко проникають у живі клітини.

Приготування кластерів 
у мікроемульсіях

Мікроскопічні краплинки води можна
стабілізувати в гідрофобних розчинниках за
допомогою детергентів. Вони можуть слугу�
вати мікрореакторами для синтезу клас�
терів срібла. В одній з таких робіт детерген�
том був АОТ [синоніми: bis(2�ethylhexyl)
sulfosuccinate sodium salt, sulfosuccinic acid
bis(2�ethylhexyl) ester sodium salt, docusate
sodium], а відновлювальним агентом — гіпо�
фосфіт натрію. При цьому утворюються
кластери малого розміру — менше 10 ато�
мів [36].

Стабілізація кластерів 
низькомолекулярними реагентами

Пошук низькомолекулярних стабілізато�
рів має на меті декілька завдань. По�перше,
зробити кластери гомогенними за розмірами
та композицією, що дозволило б уникнути ге�
терогенності в спектральних властивостях.
По�друге, зменшити розмір нанокомпозита,
що часто складається з кількох кластерів на
одній матриці, до одного стабілізованого
кластера. По�третє, використовувати вільні
реактивні групи стабілізатора з метою вклю�
чення кластера в систему для сенсорики або
ковалентного мічення різних субстратів. На
момент написання цього огляду опублікова�
но повідомлення про декілька істотних роз�
робок. Так, мезо�2,3�димеркаптосукцинат
був використаний як відомий двовалентний
SН�реагент для стабілізації хімічно віднов�
лених (за допомогою NaBH4) кластерів. Авто�
ри повідомили про синтез гомогенної попу�
ляції Ag7�кластерів [25]. В іншій роботі було
синтезовано, зі стабілізацією меркаптосук�
цинатом, кластери Ag7 і Ag8, що відрізнялися
свіченням у синьо�зеленій та червоній ділян�
ках спектра [37]. Використання ліпоєвої
кислоти, що разом з іонами срібла відновлю�
валась NaBH4 до дигідроліпоєвої кислоти,
дало змогу створити і стабілізувати спект�
рально�гомогенні кластери невеликого
розміру [38].

Вартим уваги є використання у процесі
створення кластерів срібла фотохімічним
відновленням барвника тіофлавіну Т [24].
Відомо, що багато гетероциклічних сполук,
включаючи барвники, хелатують іони
срібла. Проте невідомо, чи можуть вони бути
матрицями для створення кластерів та
стабілізувати їх.

Рис. 7. Спектри поглинання і флуоресценції
(збудження за 500 нм) кластерів Ag, сформоваa

них у присутності молекул ααaхімотрипсину. 
Використовували метод хімічного відновлення

[29]
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Кластери срібла як молекулярні сенсори

Нещодавно було одержано перспективні
результати [5, 38, 39] для кластерів срібла,
стабілізованих молекулами дигідроліпоєвої
кислоти при детекції іонів ртуті (Hg2+). Ці
іони викликають селективне гасіння флуо�
ресценції. Для концентрації кластерів 10–5 М
ліміт детекції Hg2+ сягає таких низьких зна�
чень, як 10–10 М, а діапазон концентрацій,
що визначаються, — 10–5 М. Причиною тако�
го специфічного гасіння може бути вклю�
чення Hg2+ в кластер срібла із перенесенням
електрона з кластера на цей іон. Не виклю�
чається, однак, й утворення за участю іонів
ртуті міжкластерних асоціатів.

Флуоресценція кластерів, сформованих
на фрагментах ДНК, чутлива до їх взаємодії
з іонами міді, причому спостерігається не
гасіння, а навпаки, збільшення яскравості
флуоресценції [6]. Виявляється висока се�

лективність до міді порівняно з іншими
іонами. Ділянка детектування іонів Cu2+ —
10–8–10–6 М (рис. 8).

В іншому дослідженні [39] кластери
срібла, сформовані на матриці поліметакри�
лової кислоти, реагують на присутність іонів
Cu2+ в тому самому інтервалі концентрацій

гасінням флуоресценції. У цьому разі було
показано, що зв’язування Cu2+ є оборотним.
Гасіння флуоресценції цих кластерів відбу�
вається також під впливом цистеїну, що мо�
же бути використано для визначення цієї ме�
таболічно важливої амінокислоти [7] (рис. 9).

Таким чином, у застосуванні кластерів
атомів срібла в сенсорних технологіях роб�
ляться перші, але багатообіцяльні кроки.
Найпростішим методом реєстрації сенсорної
відповіді є інтенсивність флуоресценції, її
зміни, що й було використано в цитованих
роботах.

Застосування кластерів 
у клітинних дослідженнях

Кластери, сформовані на ДНК�матри�
цях, можуть бути ефективно використані
у дослідженні клітини, чому сприяє висо�
кий квантовий вихід (до 30%) свічення
в червоній ділянці спектра, де автофлуоресцен�
ція незначна [15, 16]. Так, оліго�С�кон’югат
кластерів срібла, з’єднаний з авідином, доз�
воляє одержати зображення фіксованих

Рис. 8. Селективність та чутливість кластера
DNAaAg як сенсора на іони Cu2+ (а).

Концентрація іонів міді — 0,2 мМ, а кожного
іншого іона металу — 10 мМ. Графік залежності

відносного зростання флуоресценції від
концентрації іонів міді (б) [6]

Рис. 9. Спектри флуоресценції кластерів 
ПMAAaAg у присутності різних концентрацій

цистеїну від 0 до 60•10–6 М (a–r). 
На вставці залежність інтенсивності флуорес�

ценції при 615 нм від концентрації цистеїну.
Знизу — відносна інтенсивність флуоресценції
у присутності різних α�амінокислот [7]
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біотинізованих клітин, тимчасом як живі
клітини захоплюють його за механізмом ен�
доцитизу. Приєднання цих кон’югатів до ге�
паринсульфату замість авідину дає змогу
спостерігати флуоресцентні ядра клітин [40].

Виявляється, інкубацією фіксованих
клітин з іонами срібла можна досягти певної
їх концентрації в клітині, а потім фотоопро�
мінюванням створювати в ній флуоресцентні
кластери. Для таких кластерів характерна
флуоресценція в широкому діапазоні — від
500 до 700 нм [28]. Матрицею в цьому разі
слугують невстановлені протеїни чи пепти�
ди самих клітин.

Цікавим методичним прийомом може бу�
ти перенесення кластерів від однієї матриці
до іншої. Це вкрай важливо під час мічення
антитіл, оскільки за хімічного відновлення
їхні дисульфідні зв’язки, що стабілізують
структуру, також відновлюються, і це при�
зводить до денатурації. Тому було запропо�
новано кон’югати антитіл з оліго�С мітити,
інкубуючи з полімером, що містить вже ство�
рені кластери. Такий прийом дає можливість
візуалізувати клітинні структури шляхом
взаємодії з міченими антитілами [40, 41]. 

Хоча з часу перших робіт із синтезу клас�
терів срібла з декількох атомів у розчинах
і демонстрації їх флуоресценції не минуло
й 10 років, а ці кластери вже набули широ�

кого застосування. Їхні оптичні властивості
схожі на ті, що спостерігаються для ор�
ганічних барвників, оскільки в основі їх та�
кож є електронні переходи між квантовими
енергетичними рівнями з енергіями, які
відповідають поглинанню і випроміненню
у видимій області спектра. Вони надто малі
за розміром, мають високу яскравість ви�
промінення, не токсичні й фотостабільні. Їх
настільки легко синтезувати, використову�
ючи різні фізичні та хімічні чинники для
відновлення іонів срібла, що такий синтез
можна легко здійснити навіть у шкільних
кабінетах хімії. Необхідні для їх стабілізації
матриці можуть бути різної природи, проте
універсального рецепту для синтезу не іс�
нує, і дослідник мусить оптимізувати умови
синтезу залежно від типу використовуваної
матриці. Сенсорні технології на основі цих
кластерів мають широку перспективу засто�
сування, оскільки і положення спектрів,
і їхня інтенсивність демонструють помітну
залежність від молекулярного оточення, яке
може слугувати основою для сенсорної
відповіді. Специфіка утворення кластерів на
певних матрицях може бути використана
для селективного флуоресцентного мічення
в біологічних системах, включаючи живі
клітини. Перші успіхи надихають учених на
подальші дослідження та розроблення цих
систем.
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КЛАСТЕРЫ ИЗ НЕСКОЛЬКИХ АТОМОВ
СЕРЕБРА ВО ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ 

СЕНСОРНЫХ ТЕХНОЛОГИЯХ

А. П. Демченко
М. И. Канюк

Институт биохимии им. А. В. Палладина
НАН Украины, Киев

Е?mail: alexdem@ukr.net; 
kanyukni@ukr.net

Кластеры из нескольких атомов серебра
имеют уникальные оптические свойства, поз�
воляющие рассматривать их как эффективную
замену органическим красителям в различных
флуоресцентных сенсорных технологиях.
Описаны их свойства и примеры использова�
ния, техника создания и стабилизации с по�
мощью различных высокомолекулярных
и низкомолекулярных матриц. В частности,
очень простыми являются методы получения
кластеров с применением химических восста�
новителей, а также восстановления под
действием света.

Продемонстрировано применение класте�
ров серебра для мечения ДНК и создания ДНК�
сенсоров на основе их гибридизации с после�
дующим детектированием флуоресценции
кластеров. Чрезвычайно быстро развиваются
другие перспективные направления, в част�
ности детектирование ионов и мечение живой
клетки, как в плане фундаментальных иссле�
дований, так и учитывая широкие возможнос�
ти практического применения.

Ключевые слова: флуоресценция, кластеры
атомов серебра, сенсорные технологии.

CLUSTERS FROM A FEW SILVER ATOMS
IN FLUORESCENT 

SENSORY TECHNOLOGIES

O. P. Demchenko
M. I. Kanyuk

Palladian Biochemistry Institute of National
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv

Е?mail: alexdem@ukr.net; 
kanyukni@ukr.net

Clusters out of several silver atoms possess
unique optical properties that allows considering
them as efficient substitutes to organic dyes in
different fluorescente sensor technologies. The
properties of these clusters and examples of
their applications, techniques of synthesis and
stabilization in different macromolecular and
low�molecular matrices were described. In par�
ticular, the methods of cluster obtaining with
chemical reducing agents, as well as the recovery
in response to light were very simple.

Application of silver clusters for DNA labe�
ling and a DNA�sensors creating were demon�
strated on the basis of their hybridization fol�
lowed by cluster fluorescence detection. Other
prospective areas of application developed
extremely fast, including ion detection and li�
ving cell labeling, both in terms of basic research
and in view of ample opportunities for practical
application. 

Key words: fluorescence, clusters of atoms of sil�
ver, sensory technologies.
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Основну увагу в цьому огляді приділено
визначенню структури і властивостей іон�
провідних олігомерів цитолітичних β� і θ�
токсинів Clostridium perfringens та RTX�
токсину актинії Radianthus macrodactilus
[1] методом їх реконструкції у штучних
ліпідних бішарах плоских бімолекулярних
мембран (БЛМ) або ліпосом. Оскільки пред�
метом досліджень є іонпровідні канали, які
утворюються за олігомеризації непровідних
мономерів цитотоксичних протеїнів у ліпід�
ному бішарі, зазначений метод можна вва�
жати типовим прикладом нанотехнології
[2], призначеної для використання у фунда�
ментальних біологічних дослідженнях кла�
сичної та медичної біохімії або біофізики.

Враховуючи те, що β�токсин бактерії Clostri?
dium perfringens реалізує свій токсичний
ефект, впливаючи на епітеліальні тканини
та нервову систему хребетних, що призво�
дить до появи некрозів [3, 4], підвищення
кров’яного тиску, зниження ритму серце�
биття, спастичних судом та раптової смерті
жертви [5], а θ�токсин бактерії Clostridium
perfringens є основним вірулентним чинни�
ком, який спричиняє гангрену [6], вибір за�
значених об’єктів досліджень також ви�
дається досить актуальним для прикладного
розділу біомедичних наук. 

В останні 10�річчя для реконструкції де�
далі ширше застосовують рекомбінантні
форми цитолітичних токсинів, тому можна
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Особливу роль за патологій, які виникають унаслідок утворення цитолітичними протеїновими
токсинами іонних каналів у плазматичній мембрані уражених клітин, відіграє пасивне транспорту�
вання каналами токсинів неорганічних іонів та органічних сполук, які беруть участь в обміні речо�
вин або є важливими складовими клітини. Тому дослідження процесу утворення і функціонування
іонних каналів цитолітичними токсинами є важливим для визначення будови канального олігоме�
ра в плазматичній мембрані клітини�мішені та механізмів лізису клітини. 

Цитолітична дія розглянутих у роботі протеїнових токсинів реалізується шляхом збільшення без�
посереднього транспортування неорганічних іонів через нативні мембрани уражених клітин і вивіль�
нення їхніх внутрішніх складових (протеїнів, органічних кислот тощо). Це пов’язано з утворенням
токсинами іонпровідних олігомерів — каналів у ліпідному бішарі плазматичної мембрани. Рекон�
струкція іонних каналів цитолітичних протеїнів у штучних бішарових ліпідних мембранах і ліпосо�
мах дає можливість досліджувати їх утворення і функціонування, що важливо для визначення струк�
тури іонпровідного олігомера і механізму його токсичної дії для лікування токсичних уражень
шляхом блокування струму іонів через канали токсинів. Основну увагу в огляді приділено обговорен�
ню закономірностей утворення і властивостей нещодавно реконструйованих іонпровідних олігомерів
нейро� і дерматоксичного β�токсину бактерії Clostridium perfringens та гемолітичних 
θ�токсину бактерії Clostridium perfringens і RTX�токсину актинії Radianthus macrodactilus.
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вважати, що науковці, зокрема біохіміки,
біофізики та молекулярні біологи, мають
справу не лише з процесами, які відбувають�
ся в просторових ділянках нанометрових
розмірів, але й шляхом генетичного мутаге�
незу маніпулюють окремими атомами і мо�
лекулами для побудови іонпровідних струк�
тур із наперед заданими властивостями.
Серед таких властивостей слід зазначити ут�
ворення олігомерних протеїнових структур
з різними іонпровідними характеристиками
в штучних ліпідних шарах завтовшки в дві
молекули, що певною мірою відтворює ре�
альні процеси в плазматичних мембранах
уражених токсинами клітин. 

Незважаючи на те, що технологію рекон�
струкції іонних каналів у ліпідних бішарах
було в основному впроваджено й модифіко�
вано в 60–80�х роках ХХ ст., сучасні нау�
ковці дедалі частіше здійснюють дослідження
каналів, які утворені окремими протеїнами
в ході складних ліпідно�протеїнових вза�
ємодій, адже ще й дотепер не з’ясовано низ�
ку ключових питань стосовно будови
і функціонування окремих каналів. До них
можна віднести питання про конформацій�
ну перебудову розчиненого у водному сере�
довищі протеїну в разі проникнення в ліпід�
ний бішар мембрани та формування іонного
каналу, структуру водної порожнини ка�
налів, вплив різних природних і штучних
чинників на утворення каналів та їхні іон�
провідні властивості тощо. Окрім цього, ви�
користання БЛМ або ліпосом для рекон�
струкції очищених каналоформерів дає
змогу створювати особливі умови проведен�
ня наноекспериментів з окремим типом ка�
налів, які не завжди є можливими під час
роботи з біологічними мембранами, а саме:
симетричність ліпідного складу і водно�
сольового оточення по обидва боки ліпідного
бішару, заданий склад мембрани, постійний
мембранний потенціал, відсутність інших
інтегральних протеїнів мембран тощо, чим
досягається зменшення кількості неврахо�
ваних чинників впливу на об’єкти дослі�
дження й індуковану ними провідність
мембрани. Значення іонних каналів для біо�
хімічних процесів, залежних від пасивного
транспортування речовин in vivo, підтверд�
жується порівняльним аналізом властивос�
тей каналів у штучних ліпідних бішарах
з безпосереднім транспортуванням речовин
та зв’язаними з ним процесами на різних
рівнях структурної організації живих орга�
нізмів.

Загальні властивості RTXaтоксину 
актинії Radianthus macrodactilus 

та ββa і θθaтоксинів бактерії 
Clostridium perfringens

Токсин актинії RTX належить до високо�
молекулярних актинопоринів Radianthus,
які виявляють цитолітичну активність. Пока�
зано, що мішенями для RTX та інших кана�
лоформувальних цитотоксинів актиній є ци�
топлазматичні мембрани клітин евкаріотів
[1]. Згідно з поділом на основі ліпідної спе�
цифічності та деяких фізико�хімічних влас�
тивостей RTX належить до групи цитолізи�
нів актинії, які інгібуються сфінгомієліном
(СМ). У даному разі гемолітична активність
актинопоринів цієї групи інгібується преін�
кубацією з екзогенним СМ. RTX, подібно до
інших актинопоринів із фракції отрути
морської актинії з високою гемолітичною
активністю є поліпептидом з молекулярною
масою близько 20 кДа. Для амінокислотного
складу RTX характерний високий вміст ос�
новних і гідрофобних амінокислот, тирози�
ну, а також наявність чотирьох залишків
триптофану, як і для більшості інших акти�
нопоринів. Відсутність цистеїну в складі ви�
сокомолекулярних Radianthus�цитолізинів
вказує на їх належність до актинопоринів.
Серед токсинів цієї групи тільки Radianthus
RTX має N�кінцевий залишок аланіну, що
зумовило наявність ще однієї назви (RTX�A)
для цього токсину. Інші Radianthus?токсини
з високою гемолітичною активністю, на�
приклад RTX�S або RTX�G, мали N�кінцеві
залишки серину чи гліцину, відповідно [1].
Амінокислотні послідовності, визначені для
вивчених Radianthus�актинопоринів, досить
подібні. Ідентичність послідовностей RTX та
іншого актинопорину RTX�S становить 89%,
а з урахуванням консервативних замін —
95%. Такий самий високий ступінь гомо�
логії було виявлено між послідовностями
актинопоринів актинії Radianthus macro?
dactylus, Hetaractis magnifica і Stichodactila
helianthus, що можна пояснити належністю
їх до однієї родини Stichodactylidae. Резуль�
тати порівняльного аналізу стрічкових діа�
грам просторових структур різних актино�
поринів також свідчать про високий ступінь
їх подібності. 

Показано, що молекула RTX складаєть�
ся з жорстко сформованого β�кору, утворе�
ного за допомогою 12 антипаралельних лан�
цюжків β�складчастостей і двох коротких
α�спіралей, розташованих на протилежних бо�
ках β�кору. На петлі, яка з’єднує 6�й і 7�й β�
ланцюжки на С�кінцевій спіралі, розташована
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ділянка, збагачена залишками триптофану
і тирозину, що входить до складу сайту зв’я�
зування актинопорину з мембраною. Основ�
ні розбіжності у візуалізованих просторових
структурах актинопоринів можна побачити
в частково спіралізованих N�кінцевих фрагмен�
тах молекул. Унікальний механізм токсичної
дії актинопоринів, спрямований на руйну�
вання мембран клітин�мішеней через процес
утворення каналів, зумовлений специфіч�
ною комбінацією структурних елементів ак�
тинопоринів — N�кінцевої мелітиноподібної
амфіфільної α�спіралі та складки β�сендвіча
з ароматичним кластером [1]. 

Слід зазначити, що до сьогодні процес ут�
ворення канального олігомера актинопо�
ринів, включно з RTX, остаточно не встанов�
лено і тому невідомо, які саме фрагменти
мономерa токсину беруть участь у процесі
олігомеризації. Не існує також одностай�
ності серед дослідників стосовно кількості
мономерів RTX, які формують канальний
олігомер. Згідно з найбільш прийнятними
даними у формуванні актинопоринового ка�
налу беруть участь щонайменше чотири ок�
ремих мономери протеїну [1, 7]. 

Токсична дія актинопоринів базується
на їхній мембранолітичній активності, в ос�
нові якої лежить здатність RTX та інших
цитолізинів Radianthus до специфічного
зв’язування з ліпідним матриксом мембран,
унаслідок чого формуються потенціалза�
лежні катіонселективні іонні канали. Пока�
зано, що швидкість утворення RTX�каналів
у мембрані залежить від присутності в її
ліпідному складі СМ. Навіть дуже високі
концентрації RTX та інших актинопоринів
не спричинюють помітного збільшення про�
никності мембран, що не мають у своєму
складі СМ, тоді як введення лише 5% СМ до
складу мембран значно підсилює спромож�
ність RTX до утворення каналів, а відтак
й іонну проникність мембран. Існує багато
різних припущень щодо специфічності
впливу СМ на швидкість утворення каналів
RTX та каналів інших актинопоринів, серед
яких можна окремо виділити два напрями:
особливий вплив СМ на плинність ліпідного
бішару та специфічне протеїно�ліпідне роз�
пізнавання у разі взаємодії RTX з СМ.

Вихід К+ із ліпосом, модифікованих
RTX, залежить від рН середовища. Збіль�
шення виходу К+ із ліпосом при рН вище 4
може бути пов’язано з протонуванням нега�
тивно заряджених карбоксильних груп у по�
рожнині каналів RTX та нейтралізацією по�
зитивно заряджених залишків лізину
й аргініну, які також експоновані всередину

сформованої даним каналом водної по�
рожнини.

Зв’язування RTX та інших високомоле�
кулярних актинопоринів з мембраною не�
зворотне, на відміну від низькомолекуляр�
них цитолізинів Radianthus, взаємодія яких
з мембраною має зворотний характер, а ка�
налформувальна активність виявляється за
концентрацій, у 100 раз вищих за діючі кон�
центрації RTX та інших високомолекуляр�
них актинопоринів [1].

Отвори каналів, які формує RTX в ліпід�
ному бішарі штучних мембран та мембран
еритроцитів, мають діаметр від 0,6 нм до 1,0 нм
[8]. Серед інших фізіологічно важливих
іонів такі канали є проникними переважно
для К+ та Na+. Варто зазначити, що окрім
ліпідно�протеїнових взаємодій, які призво�
дять до утворення RTX�каналів у мембра�
нах, фармакологічна дія RTX та інших
актинопоринів Radianthus може бути зумов�
лена протеїн�протеїновими взаємодіями цих
токсинів з компонентами біологічних мемб�
ран і цитоскелета клітин�мішеней [1]. Мож�
ливо, загальний механізм формування ка�
нального олігомера RTX, а також його
структура неістотно відрізняються від опи�
саного раніше для родини каналформуваль�
них цитолізинів, до яких належить 
β�токсин бактерії Clostridium perfringens
[9, 10], що робить RTX зручною моделлю
для досліджень утворення і функціонування
каналів у мембрані. 

Відомо, що β�токсин є основним леталь�
ним фактором у штамів типу С, який вражає
більшість сільськогосподарських тварин на
початкових стадіях їхнього розвитку, хоча
дорослі тварини також можуть бути інфіко�
вані. Вважають, що β�токсин вражає кишеч�
ник молодих тварин на стадіях розвитку,
коли його мікрофлора ще остаточно не сфор�
мувалась [5]. Порівняльним аналізом первин�
них структур β�токсину з іншими токсинами
показано, що амінокислотна послідовність
β�токсину виявляє 28% гомологічності з та�
кою α�токсину Staphylococcus aureus [11].
Беручи до уваги високу ідентичність пер�
винних структур цих токсинів, деякі дослід�
ники вважають, що їхні мономери та оліго�
мери також подібні між собою [3, 12].
Молекулярна маса мономера β�токсину ста�
новить 35–38 кДа [3, 13]. Функціональний
олігомер β�токсину, утворений у мембранах
культури клітин HL 60 має молекулярну ма�
су 228 кДа і складається переважно із семи
субодиниць, хоча може також існувати
у формі гексамера (191 кДа) в рафтах
клітинних мембран [3].
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За допомогою кристалографічного аналі�
зу було показано, що олігомер α�токсину
складається із чотирьох доменів [10] і в по�
перечному перетині нагадує за формою гриб.
Перший домен утворює «капелюшок» гри�
ба, складений із семи β�сендвічів та N�тер�
мінального регіону. Другий домен міститься
в «ніжці» гриба, яка утворює трансмембран�
ний іонний канал. Третій домен формує так
званий обідок, який звисає з «капелюшка»
гриба і частково проникає у верхній шар
бішарового ліпідного матриксу мембрани
з позаклітинного боку. Четвертий домен ут�
ворений трикутним регіоном, через який
відбувається зв’язування протомерів, з яких
сформовано канальний олігомер протеїну.
Відповідно до розташування консерватив�
них амінокислотних послідовностей, харак�
терних для α� та β�токсинів, β�токсин також
має домени, тотожні за структурою і функ�
ціями з тими, що їх було описано для α�ток�
сину [3]. 

Подібно до токсинів родини холестерол�
залежних цитолізинів (ХЗЦ), до яких нале�
жить θ�токсин бактерії Clostridium perfrin?
gens, β�токсин також має тільки один
цистеїновий залишок у позиції 265 [14], хо�
ча, на відміну від θ�токсину, заміна цього за�
лишку не впливала на активність β�токсину
[15]. Більш того, послідовність амінокислот
первинної структури β�токсину в проміжку
між позиціями 255–276, де міститься цис�
теїн�265, гомологічна консервативній послі�
довності амінокислот α�токсину між залиш�
ками в позиціях 245–267, яка бере участь
у зв’язуванні окремих протомерів α� і β�ток�
синів у олігомерну структуру [3]. Показано,
що тирозин�266 та лейцин�268, які належать
цій ділянці, також беруть участь у зв’язу�
ванні β�токсину з рецептором. Рецептором
β�токсину виступає тахікінін НК1 [16].
Зв’язування β�токсину із цим рецептором
може спричинити появу дерманекрозу дор�
зальної шкіри тварин.

Вважають, що основну роль в реалізації
токсичності β�токсину, який ще недостатньо
досліджений, відіграє його олігомерна
структура [3, 12]. Олігомери β�токсину
можуть утворюватися на нативних і штуч�
них мембранах. Формування олігомерів β�
токсину на мембранах клітин ендотелію
ініціює вивільнення арахідонової кислоти
та інозитолу [12].

Беручи до уваги те, що дотепер ще дуже
мало відомо про механізм формування оліго�
мерів β�токсину та взаємозв’язок між їх утво�
ренням і біологічною активністю, можна при�
пустити, що використання модельних систем

зі штучними ліпідними мембранами для вив�
чення олігомеризації і можливого утворення
каналів та порівняльний аналіз цих резуль�
татів з тими, які вже наявні в літературі, мо�
же дати важливу інформацію про зв’язок ле�
тальної активності токсину з утворенням
канальних олігомерів у мембранах клітин.

Попри те, що β�токсин і θ�токсин проду�
куються й виділяються назовні однією
й тією самою бактерією Clostridium perfrin?
gens і належать до токсинів, здатних утво�
рювати іонні канали у мембранах клітин�
мішеней, їхня структура та механізм
токсичної дії відрізняються. θ�токсин бак�
терії Clostridium perfringens належить до ро�
дини холестеролзалежних цитолізинів, які
продукуються багатьма іншими грампози�
тивними патогенними бактеріями. Первин�
на структура ХЗЦ виявляє близько 40–70%
гомологічності, що свідчить про високий
ступінь ідентичності членів цієї родини ток�
синів. Виділені бактеріями назовні, ХЗЦ
легко розчиняються у водних розчинах, де
існують переважно у формі мономерів. Мо�
номери ХЗЦ здатні швидко утворювати ве�
ликі гомоолігомерні асоціати в матриксі
ліпідного бішару клітин�мішеней та штуч�
них мембран. Токсини родини ХЗЦ є першо�
рядним об’єктом структурних досліджень,
тому що їх вже досить повно охарактеризо�
вано за допомогою біохімічних та молеку�
лярнобіологічних методів. Однією з найваж�
ливіших причин такої уваги є те, що ХЗЦ
виділяють таксономічно різні види бакте�
рій, які можуть спричинити смертельні за�
хворювання. Дотепер охарактеризовано
близько 20 представників родини ХЗЦ [17].
Найбільш дослідженими з них є лістеріо�
лізин О, суттєвий вірулентний фактор Liste?
ria monocytogenes, який спричинює менінгіт
і може призвести до передчасного припи�
нення вагітності, θ�токсин, вірулентний
фактор Clostridium perfringens, що зумов�
лює газову гангрену, та пневмолізин, основ�
ний вірулентний фактор Streptococcus pneu?
moniae, який може викликати пневмонію і
менінгіт. Кожен із мономерів токсинів скла�
дається з одного поліпептидного ланцюжка
з молекулярною масою від 50 кДа до 80 кДа.
Високий ступінь гомологічності їхніх пер�
винних структур дає підстави припустити,
що всі ці протеїни мають дуже подібні три�
вимірні структури. θ�токсин Clostridium per?
fringes є високомолекулярним поліпепти�
дом з молекулярною масою 53 кДа, який
складається з 500 амінокислотних залишків
[17]. За геометричною будовою θ�токсин
є незвичайно видовженою молекулою
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у вигляді палички. Мономер θ�токсину
у водному розчині збагачений β�складчасти�
ми структурами. У складі мономера θ�токси�
ну також є дев’ять α�спіралей. Загалом,
молекула цього токсину складається із чо�
тирьох доменів. Перший домен містить α� та
β�структури; другий домен має чотири 
β�структури; третій домен, подібно до пер�
шого, складається з α�спіралей та β�склад�
частостей; четвертий домен складений
у компактний сандвіч, який має тільки лан�
цюжки β�структур. 

Відомо, що холестерол є високоспеци�
фічним рецептором для θ�токсину та інших
ХЗЦ (Кдис = 10–9 М), дію якого пов’язують
з концентруванням мономерів токсину нав�
коло збагачених на холестерол ділянок
мембран клітин�мішеней, що полегшує про�
цес взаємодії мономерів та утворення ка�
нального олігомера [18]. Це припущення
підтверджується тим, що ступінь зв’язуван�
ня мономерів та кількість їх в олігомерній
структурі залежать від концентрації холес�
теролу в мембрані. Незважаючи на те, що
дотепер серед дослідників існують проти�
лежні точки зору щодо локалізації в моле�
кулі θ�токсину сайту, відповідального за
зв’язування з холестеролом, є досить пере�
конливі докази того, що холестерол зв’язує�
ться зі збагаченою на триптофан консерва�
тивною послідовністю амінокислотних
залишків четвертого домену. У четвертому
домені θ�токсину також міститься єдиний на
всю молекулу консервативний залишок цис�
теїну в позиції 459, заміна або хімічна модифі�
кація якого викликає інактивацію токсину.
Згідно з результатами досліджень крис�
талічної структури мономера θ�токсину,
цистеїн�459 розташований між одним із β�
стрендів та збагаченою триптофаном пет�
лею, що належить до четвертого домену. За�
міна або хімічна модифікація цистеїну�459
руйнує укладку щільно упакованих β�струк�
тур, серед яких він міститься, що призво�
дить до зміни конформації петлі, збагаченої
триптофаном. Такі зміни ведуть до втрати
здатності цієї петлі взаємодіяти з холестеро�
лом. Таким чином, мономер θ�токсину втра�
чає можливість зв’язуватись із холестеро�
лом, що не дозволяє мономерам токсину
концентруватись у збагачених на холестерол
ділянках мембран та формувати канальний
олігомер. Той факт, що залишок цистеїну та
збагачена на триптофан С�термінальна по�
слідовність є консервативними, свідчить
про те, що аналогічні зміни відбуваються
з усіма представниками родини ХЗЦ. Про�
цес олігомеризації θ�токсину передує лізису

клітин�мішеней і є його необхідною перед�
умовою. Багато олігомерів різних ХЗЦ про�
дукують подібні арко� та кільцеподібні струк�
тури, які близькі за розміром і кількістю
субодиниць [18]. За результатами електрон�
но�мікроскопічних досліджень було запро�
поновано унітарну модель каналу, утворено�
го різними ХЗЦ. Згідно з нею зовнішній
діаметр вбудованого в мембрану олігомера
лежить у межах від 30,0 нм до 45,0 нм за�
лежно від кількості мономерів у структурі,
яка може налічувати 40–50 одиниць.
Товщина стінки олігомера становить близь�
ко 6,5 нм. Олігомер має два домени. Один із
них — це компактний внутрішній домен,
у якому один мономер формує контакти
з відповідними ділянками іншого, а дру�
гий — видовжений зовнішній домен зі знач�
но меншою кількістю контактів між еквіва�
лентними ділянками сусідніх мономерів.
Внутрішній домен повторюється кожні
2,4 нм уздовж внутрішньої стінки каналу.
У поперечному розтині олігомер θ�токсину
має форму гриба заввишки 9,0–10,0 нм.
Ніжка гриба, до якої належить четвертий
домен з холестеролзв’язувальними структу�
рами, пронизує ліпідний матрикс бішару
і функціонально відповідає за процес лізису
клітин. Перший домен кожного мономера
утворює контакт з аналогічним доменом
сусіднього мономера назовні мембрани та,
разом з другим і четвертим доменами, розта�
шовується у циліндричній ніжці гриба,
а третій домен розміщений у капелюшку
[19]. Показано, що 50 мономерів θ�токсину
утворюють гомоолігомерну іонпровідну
структуру з радіусом отвору 15,0 нм [17, 18].
Таким чином, утворення каналів з великим
розміром отвору в плазматичній мембрані
клітин�мішеней, найімовірніше, є основною
причиною токсичної дії всіх ХЗЦ.

Слід зазначити, що існують альтерна�
тивні припущення, згідно з якими θ�токсин
формує отвори значно меншого внутрішньо�
го діаметра — такого, як діаметр каналів,
утворених полієновими антибіотиками
амфотерицином В, ністатином і філіпіном,
що становить близько 0,6–0,8 нм [19]. Бе�
ручи до уваги те, що на електронних мікро�
фотографіях олігомери θ�токсину та інших
ХЗЦ окрім замкнутих кільцевих структур
також формують незамкнені аркоподібні
утворення, можна припустити, що порож�
нини каналів θ�токсину відрізняються від
водних порожнин на зразок щільного β�ба�
рильця, внутрішня поверхня якого з усіх
боків вистелена ланцюжками β�складок
протеїну. Натомість, порожниною каналу 
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θ�токсину може бути вузька щілина між β�
складками, що пронизують клітинну мемб�
рану, та молекулами матриксу її ліпідного
бішару. 

Механізми токсичної дії актинопорину
RTX та бактерiальних ββa і θθaтоксинів

Clоstridium perfringens

Для цитолітичних токсинів, до яких на�
лежать токсин актинії Radianthus macrodac?
tylus, а також β� і θ�токсини бактерії Clostri?
dium perfringens, цитотоксична функція
здійснюється переважно через зв’язування
токсину з плазматичною мембраною клітин�
мішеней і наступним формуванням транс�
мембранного канального олігомера. Лізис
клітинної мембрани і смерть клітини відбу�
ваються завдяки протіканню іонів, води
й інших фізіологічно важливих речовин
всередину і назовні клітини через водні по�
рожнини канальних олігомерів, які утвори�
лись у мембрані.

Основними мішенями для RTX є цито�
плазматичні мембрани клітин евкаріотів.
Найбільш специфічне зв’язування з RTX
відбувається за присутності СМ у ліпідному
шарі зовнішньої мембрани клітин�мішеней
[1]. Згідно із сучасними поглядами на роль
СМ у процесі взаємодії RTX з ліпідним біша�
ром мембран уведення цього ліпіду до скла�
ду мембран, які містять холестерол (що ха�
рактерно для евкаріотів), має призводити до
щільнішого упаковування ліпідів і форму�
вання ліпідних мікродоменів, рафтів, що
сприяють розділенню фаз у мембрані. Існує
припущення, що утворені при цьому дефек�
ти ліпідного бішару мембрани полегшують
контакт токсину з ліпідом, унаслідок чого
концентрація поліпептиду, необхідна для
формування канального олігомера, може
знижуватися. Окрім цього, за допомогою ка�
лориметричних досліджень було показано,
що й СМ також здатен до специфічного не�
опосередкованого зв’язування з молекулою
RTX. В експериментах з модифікації тіней
еритроцитів людини і собаки шляхом оброб�
лення з RTX показано, що крім ліпідів цей
токсин ще зв’язується з протеїновими ком�
понентами еритроцитарної мембрани [20].
Залежна від процесу денатурації певних
мембранних протеїнів форма кривих, які бу�
ло одержано на калориметрі від препаратів
тіней еритроцитів собак і людини, змінюва�
лась після оброблення цих препаратів цито�
лізином RTX. Одним з протеїнів, для якого
було визначено денатурацію, є актин, струк�

турний протеїн еритроцитарного цитоскеле�
та. Можливо, локальні деформації ліпідного
бішару, які мають місце в процесі утворення
каналів RTX у мембранах еритроцитів,
призводять до змін в організації їхнього
ліпідного матриксу, в результаті чого відбу�
вається порушення зв’язку актину з мембра�
ною. Не виключено, що вбудовування RTX
в еритроцитарну мембрану прискорює транс�
мембранну міграцію амінофосфоліпідів із
внутрішнього шару в зовнішній, що також
призводить до порушення зв’язку актину
з мембраною. Це порушення та поява ло�
кальних дефектів у матриксі ліпідного
бішару мембран є факторами, які доповню�
ють деструкцію мембран евкаріотів, зумов�
лену утворенням водних порожнин актино�
порину, що є основою його токсичної дії.
Згідно з результатами, одержаними на штуч�
них і нативних мембранах, канал RTX має
діаметр близько 0,6–1,0 нм [1, 8]. Вольт�ам�
перна характеристика одиничного каналу
в асиметричних умовах, за яких вхідний
струм утворювали іони калію, а вихідний —
іони натрію, має лінійний характер, що
свідчить про близьку для К+ і Na+ селек�
тивність RTX�каналу. 

Таким чином, після зв’язування RTX
з біологічною мембраною утворюються дов�
гоживучі іонпровідні канали, що призво�
дить до зникнення градієнта К+ на мембрані.
Наслідком цього процесу є те, що червона
кров’яна клітина�мішень втрачає потенціал
спокою і стає проникною для гемоглобіну,
і це стає причиною деструкції плазматичної
мембрани. 

θ�токсин бактерій Clоstridium perfrin?
gens є іншим цитолізином, який також вра�
жає клітини евкаріотів. Подібно до актино�
поринів основою токсичної дії θ�токсину
є формування каналів у плазматичній мемб�
рані клітин�мішеней [17]. Слід зазначити,
що холестерол, який виступає однією з ос�
новних характерних складових мембран ев�
каріотів, у випадку θ�токсину відіграє бага�
тофункціональну роль. Окрім того, що цей
ліпід визнано високоспецифічним рецепто�
ром для θ�токсину і всіх інших представників
родини ХЗЦ, він ініціює олігомеризацію та
вбудовування канального олігомера в мемб�
рану, а також стабілізує структуру трансме�
мбранного каналу, сформованого токсином.
Відомо, що всі ХЗЦ, до яких належить 
θ�токсин, мають схожі механізми токсичної
дії. Після взаємодії з холестеролом, що
міститься в плазмалемі клітин�мішеней,
відбувається олігомеризація мономерів токси�
ну з наступним вбудовуванням сформованого
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на мембрані канального олігомера в товщу
матриксу її ліпідного бішару, супроводжу�
ваним утворенням трансмембранного іон�
провідного каналу, що призводить до ушко�
дження мембрани. Первинне зв’язування
мономерів токсину з мембраною відбуваєть�
ся в збагачених на холестерол ділянках, що
ініціює процес зближення протомерів і їх
взаємодію з утворенням олігомерної струк�
тури на поверхні мембрани. Причому ступінь
взаємодії мономерів токсину та розмір утво�
реного ними олігомера залежить від конце�
нтрації холестеролу в ліпідному бішарі
мембрани [18, 19]. Отвори каналів θ�токсину
та інших ХЗЦ мають діаметри, які переви�
щують 15 нм, що дозволяє широко викорис�
товувати ці токсини як мембрано�пер�
меалізуючі агенти для потреб клітинної
біології [17]. 

Слід зазначити, що дотепер не існує од�
ностайності серед дослідників стосовно
структури водної порожнини каналу θ�ток�
сину та її розмірів. За даними електронної
мікроскопії внутрішній діаметр кільцепо�
дібних структур, утворених олігомером θ�
токсину в мембранах ліпосом, які містять
холестерол, становить близько 20 нм [19],
що підтверджується високою іонною провід�
ністю одиничних каналів θ�токсину в плоских
бішарових мембранах аналогічного ліпідно�
го складу [21]. Натомість, діаметр провідних
структур, утворених θ�токсином у мембра�
нах фібробластів людини, не перевищує той,
що його було визначено для каналів полієно�
вих антибіотиків, амфотерицину В та ніста�
тину, — 0,6–0,8 нм, що приблизно дорівнює
розміру молекули сахарози [19]. Беручи до
уваги явну розбіжність провідностей θ�ток�
синових каналів, визначену на нативних
мембранах фібробластів і плоских бішаро�
вих мембранах, а також наявність незамк�
нених аркоподібних олігомерів, які виявля�
ються разом з кільцевими на електронних
мікрофотографіях, можна припустити, що
окрім великих водних порожнин, утворених
цим токсином, існує й інший тип іонпровід�
них структур, у яких трансмембранний
струм іонів проходить через щілини в мат�
риксі ліпідного бішару на межі ліпіду і β�
складчастостей трансмембранного домену θ�
токсину.

Цитотоксичний механізм β�токсину,
який також продукує бактерія Clоstridium
perfringens, дотепер остаточно не визначено.
Більш того, незрозуміло, чи β�токсин взагалі
діє як цитолізин для всіх типів біологічних
мембран, які він може модифікувати. До
2003 р. існувала лише одна публікація,

в якій висловлювалось припущення про те,
що вплив β�токсину на клітини 407 кишеч�
ника хребетних може бути результатом його
цитолітичної дії [12]. Деякі дослідники вва�
жають, що така дія β�токсину насправді є ре�
зультатом незначних домішок у його препа�
раті й не пов’язана із самим токсином [5].
Думка про те, що β�токсин, подібно до ци�
толізинів, здатен до каналоутворення, ви�
словлювались на підставі досить слабкої
10%�ї ідентичності його первинної структу�
ри з такою, що була визначена для α� і γ�ге�
молізину та лейкоцидину із Stafilococcus
aureus [10, 11]. 

Нещодавно було показано, що β�токсин
зумовлює вивільнення арахідонової кислоти
та інозитолу із клітин ендотелію людини,
що супроводжується утворенням різного
розміру отворів трансмембранних каналів
у плазматичній мембрані клітин�мішеней
[12]. Беручи до уваги невизначеність біль�
шості дослідників щодо цитолітичної актив�
ності β�токсину, а також те, що із впливом β�
токсину пов’язують некроз певних тканин
людей і хребетних тварин, у пізніших робо�
тах було досліджено дію токсину на культу�
ру клітин HL 60 [3]. Виявилось, що β�токсин
спричинює набрякання і лізис цих клітин.
Оброблення клітин β�токсином призводило
до витоку К+ назовні, натомість іони Са2+,
Na+ i Cl– надходили всередину клітин. Зазна�
чені події досягали свого максимального
розвитку перед лізисом плазмалеми. За до�
помогою інкубації клітин HL 60 з β�токси�
ном було доведено утворення двох типів олі�
гомерів — гептамеру і гексамеру —
в ділянках плазматичних мембран, які за�
довольняли критеріям рафтів. Блокування
зв’язування β�токсину з мембранними
рафтами з використанням метил�β�циклоде�
кстрану або холестеролоксидази унемож�
ливлювало появу вхідного струму К+, інду�
кованого β�токсином, і наступне розбухання
та лізис зовнішньої мембрани клітин HL 60.
Таким чином, зв’язування β�токсину з раф�
тами клітинних мембран і вбудовування йо�
го канального олігомеру в плазматичну
мембрану є необхідними умовами цитолі�
тичної дії. Високоспецифічна взаємодія β�
токсину з нативною мембраною відбуваєть�
ся опосередковано через механізм, в якому
задіяний тахікініновий рецептор НК1 [16].
Зважаючи на те, що вхідний потік Са2+ все�
редину клітин�мішеней повністю блокував�
ся молекулами поліетиленгліколю 600
і 1 000, було зроблено висновок, що діаметр
отвору каналу, утвореного β�токсином
у мембрані клітин HL 60, становить близько
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1,3 нм. Показано, що з двох типів олігоме�
рів, які β�токсин утворює в рафтах цих клі�
тин, тільки гептамер здатен формувати
функціональний іонний канал у біологічній
мембрані [3].

Дослідження іонних каналів природних
або рекомбінантних цитолітичних 

токсинів та їхньої можливої ролі у лізисі 
уражених токсинами клітин 
за допомогою реконструкції 
в штучних ліпідних бішарах 

Оскільки дія всіх розглянутих в цьому
огляді цитотоксинів може бути опосередко�
ваною через утворення іонних каналів
у плазматичних мембранах клітин�міше�
ней, для перевірки цього припущення і виз�
начення впливу низки фізіологічно важливих
чинників на вбудовування та функціонуван�
ня іонпровідних каналів зазначених токси�
нів у ліпідному бішарі мембрани дослі�
джували їхню взаємодію зі штучними
ліпідними бішарами БЛМ і ліпосом. З огля�
ду на те, що утворення катіонних каналів
у ліпідному бішарі плазматичної мембрани
є одним з необхідних етапів, які передують
лізису враженої токсинами клітини, особли�
вий інтерес становлять дослідження іонселек�
тивних властивостей каналів, реконструйованих
у плоску бімолекулярну ліпідну мембра�
ну, — БЛМ. Дослідження іонпровідних
властивостей модифікованих токсинами БЛМ
є простим та інформативним методом визна�
чення утворення і властивостей різних іон�
провідних протеїнових олігомерів. Для
дослідження взаємодії плоского ліпідного
бішару з очищеними каналоформерами час�
то використовують електронейтральні БЛМ,
сформовані з розчину фосфатидилхоліну
в суміші з холестеролом у співвідношенні
2:1, відповідно. Суміш ліпідів розчиняють
у неполярному розчиннику, наприклад в де�
кані або н�гептані, а потім наносять на отвір
діаметром 0,18–0,6 мм у тефлоновому або
делриновому стаканчику, розміщеному
в комірці зі скла чи плексигласу. Окрім за�
значеного типу БЛМ дослідники також ви�
користовують так звану «суху» БЛМ, сфор�
мовану із двох ліпідних моношарів по різні
боки отвору стаканчика [22]. Для запобіган�
ня ефекту поляризації у водно�сольових роз�
чинах провідність мембрани вимірюють
хлоросрібними електродами, які занурені
у водний розчин 2 М КСl з агаровими міст�
ками, розміщеними з різних боків БЛМ. По�
тенціал зовні тефлонового або делринового

стаканчика (цис�сторона) зазвичай задаєть�
ся відносно потенціалу внутрішнього об’єму
(транс�сторона), який приймають рівним
віртуальному 0 мВ (рис.). 

Для досліджень будови зв’язаного
з мембраною олігомера θ�токсину викорис�
товують також штучний бішар ліпосом,
утворених обробленням ультразвуком або
пропусканням суміші ліпідів через мемб�
ранні фільтри з певним розміром пор, що 
зумовлює уніфікований розмір отриманих
на ньому ліпосом [18]. Враховуючи те, що
в разі плоского бішару БЛМ або шаропо�
дібного замкнутого бішару ліпосом молеку�
ли цитолітичних протеїнів вбудовуються
і потім функціонують у нанопросторі ліпід�
ного бішару, можна вважати, що модифіко�
вані олігомерами цитолітичних токсинів
ліпосоми, як і БЛМ, є об’єктами порівнян�
них методів досліджень. 

Хоча більшість досліджень гемолітично�
го RTX�токсину проводили на препаратах
токсину, ізольованих із гомогенату тканин
актинії Radianthus macrodactylus [1, 7],
у випадках β� і θ�токсинів бактерії Clostri?
dium perfringens досить часто дослідники
послуговуються рекомбінантними формами
цих протеїнів. Так, у роботах [23–25] реком�
бінантні β� і θ�токсини бактерії Clostridium
perfringens отримували експресією в елект�
рокомпетентних клітинах бактерії Escheri?
chia coli. Для цього у разі досліджень будови

Рис. Схема експериментального приладу 
для визначення провідності плоских 
бішарових мембран, модифікованих
каналоформувальними сполуками:

1 — джерело напруги;
2 — електроди;
3 — бішарова мембрана у водно�сольовому роз�

чині;
4 — прилад для електричних вимірів;
5 — самописець

1

трансцис
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4
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зв’язаного з мембраною олігомеру θ�токсину
ген його безцистеїнового похідного, в якому
цистеїн�459 було замінено на аланін, клонува�
ли у вектор експресії рТrcHisA (Invitrogen,
CША) з використанням сайтів BamHI та
ЕсоRI. Похідні θ�токсину, у яких методом точ�
кового мутагенезу досліджувану амінокислоту
заміняли на цистеїн, мітили флуоресцентним
барвником йодоацетамід�N,N′�диметил�N�
(йодоацетил)�N′�(7�нітробенз�2�oксо�1,3�
діазоліл)етилендіамін — NBD (Molecular
probes, Eugene, США), який утворював ко�
валентні зв’язки з цистеїном. Якщо після
вбудовування в бішар ліпосом замінена на
цистеїн амінокислота міченого барвником
мутанта θ�токсину містилась поза ліпідним
оточенням, флуоресценція барвника знижу�
валась під дією молекул водно�сольового
оточення мембрани. У протилежному разі,
коли досліджувана амінокислота була в товщі
бішару, флуоресценція, навпаки, збільшу�
валась. Таким чином, метод точкового мута�
генезу давав змогу визначати структурні пе�
ретворення певних ділянок розчиненого
у водному середовищі мономера рекомбі�
нантного θ�токсину під час взаємодії з ліпід�
ним бішаром мембрани ліпосом. 

Ще одним прикладом поєднаного вико�
ристання точкового мутагенезу і БЛМ було
розглянуте в роботі дослідження іонпровід�
них властивостей рекомбінантного β�токси�
ну бактерії Clostridium perfringens, для яко�
го зменшення здатності до каналоутворення
після заміни залишку аргініну�212 на аспар�
тат супроводжувалось значним збільшен�
ням LD50, визначеної на мишах. У цьому
разі поєднання двох наукових методів дослі�
дження допомогло дійти висновку про тісний
зв’язок іонпровідної спроможності дослі�
джуваного протеїну з його токсичністю [25].

Вбудовування іонних каналів 
цитолітичних токсинів у ліпідний бішар 

і фактори впливу на каналоутворення 

Окрім важливого значення для подаль�
ших досліджень будови і функцій каналу,
факт реконструкції є також досить інформа�
тивним сам по собі. Так, уперше проведена
реконструкція каналів RTX�токсину актинії
Radianthus macrodactilus та β�токсину бак�
терії Clostridium perfringens у БЛМ довела
здатність цих токсинів до утворення іонних
каналів у ліпідному бішарі плазматичних
мембран і дозволила припустити, що утво�
рення каналів може бути причиною токсич�
ної дії цих протеїнів [8, 25]. Це припущення

дістало подальше підтвердження у вже роз�
глянутому вище випадку з реконструкцією
рекомбінантного β�токсину в БЛМ, для яко�
го заміна аргініну 212 на аспартат в гені β�
токсину зумовила значне підвищення LD50

рекомбінантного токсину в мишей і майже
позбавляла його здатності формувати канал
[25]. Таким чином, хімічний склад β�токси�
ну є важливим чинником впливу на його ка�
налоутворення і токсичну дію. 

Збіг форми найбільшого піку провіднос�
тей гістограми одиничних каналів θ�токси�
ну Clostridium perfringens з формою піку на
денситометричній трасі розподілу його
олігомерів, одержаній на SDS�агарозному
гелі, дає підстави вважати, що іонпровідним
є саме олігомер токсину, а не розчинені
у воді мономери або невеликі олігомери на
зразок димерів [18]. Причому, з огляду на
те, що олігомер θ�токсину Clostridium per?
fringens збільшував провідність БЛМ стриб�
коподібно, а не поступово, було зроблено
висновок, що олігомеризація цього токсину
на поверхні мембрани передує вбудовуван�
ню готового олігомеру через всю товщу
бішару, яке супроводжується появою мемб�
ранного струму. 

Виходячи з одержаних результатів мож�
на стверджувати, що двовалентні катіони
значно прискорюють підвищення трансме�
мбранного струму переважно через збіль�
шення швидкості вбудовування в БЛМ ка�
налів, утворених RTX� та β�токсинами [8,
25]. Оскільки іонпровідні структури цих
токсинів утворені олігомерами, можна при�
пустити, що двовалентні катіони сприяють
змінам структури непровідних мономерів,
які полегшують процес утворення четвер�
тинної структури в ліпідному бішарі мемб�
рани. Також можливо, що двовалентні
катіони здатні індукувати або підсилювати
розділення фаз у ліпідному бішарі. При цьо�
му зростає кількість динамічних дефектів,
чим може полегшуватися вбудовування про�
теїну в мембрану. Враховуючи отримані на
БЛМ дані, активуючим впливом двовалент�
них катіонів на утворення каналів можна
пояснити сприяння вивільненню арахідоно�
вої кислоти з клітин HUVEC, яке відбува�
лось під впливом β�токсину в середовищі
з Са2+ [12], та активацію двовалентними
катіонами гемолізу еритроцитів токсином
RTX [25].

Ще одним чинником істотного впливу на
швидкість утворення RTX�каналів є наяв�
ність сфінгомієліну (СМ) у ліпідному складі
бішару. Оскільки відомо, що мембрани, які
містять СМ, характеризуються вираженим
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розділенням фаз, то вважають, що в основі
дії двовалентних катіонів і СМ на вбудову�
вання RTX у мембрану лежать подібні про�
цеси [8].

Іншим фактором, який впливав як на
швидкість вбудовування поодиноких ка�
налів цитолітичних токсинів, так і на їхню
провідність, був мембранний потенціал. 
β�Токсин значно інтенсивніше вбудовувався
в мембрану за негативного потенціалу [25],
що може свідчити про існування в трансме�
мбранному домені цього протеїну негативно
зарядженої іоногенної групи, яка стимулює
процес залежного від потенціалу утворення
каналів. 

Ріст провідності БЛМ, індукованої утво�
ренням каналів RTX, відбувається незалеж�
но від знака потенціалу, хоча кількість ка�
налів, вбудованих в БЛМ за одиницю часу,
збільшувалась зі зниженням абсолютної ве�
личини потенціалу [8].   

Молекулярний механізм вбудовування
в бішарову мембрану і формування каналу
для θ�токсину бактерії Clostridium perfrin?
gens досить детально було показано на ліпо�
сомах [17]. Для безпосереднього визначення
оточення, в якому міститься та чи інша
амінокислота у зв’язаному з мембраною
олігомері цього токсину, залишок досліджу�
ваної амінокислоти було заміщено на цистеїн
і ковалентно модифіковано, щоб з’єднати
сульфгідрильну групу цистеїну з флуоресцент�
ним барвником NBD [23]. Такий підхід ви�
магав безцистеїнового мутанта θ�токсину.
Тому в таких роботах використовували ре�
комбінантний протеїн — безцистеїнове
похідне, у якому єдиний природний цис�
теїн�459 замінено на аланін, що не спричи�
нило змін у функціональному стані про�
теїну. NBD було вибрано як флуоресцентний
зонд тому, що інтенсивність його емісії
і тривалість життя суттєво зростали з пере�
ходом з водного оточення в гідрофобне сере�
довище ліпідного бішару. Після порівняння
інтенсивності флуоресценції зв’язаних
з мембраною і мічених NBD мутантів θ�ток�
сину і їхніх водорозчинних мономерів було
виявлено палітру значень інтенсивності, які
узгоджуються з розгортанням α�спіралі
ділянки у проміжку між залишками 288
і 311 в амфіпатичну β�шпильку в матриксі
ліпідного бішару мембрани холестерол�
вмісних ліпосом [24]. Отримані результати
дають підстави вважати, що амінокислоти
зазначеної ділянки утворюють у мембрані
амфіпатичну β�складчастість, один бік якої
повернутий у водне середовище порожнини
каналу, а другий — у ліпідний бішар. Більш

того, ці результати збігалися з результатами
аналогічних експериментів, проведених
раніше з іншою ділянкою θ�токсину між
серином�190 і аспарагіном�217 [23], що свід�
чить про участь обох цих ділянок у процесі
утворення трансмембранних шпильок. От�
же, мономер θ�токсину розгортає дві пари α�
спіралей у дві пари β�складок при вбудову�
ванні в ліпідний бішар мембрани, на відміну
від відомих дотепер каналоформувальних
токсинів інших родин, у трансмембранному
домені яких міститься лише одна пара амфі�
патичних α�спіралей [26] або одна β�шпиль�
ка [27]. Оскільки основні властивості, ха�
рактерні для амфіпатичної β�шпильки,
є консервативними у всіх ХЗЦ зі встановле�
ною первинною структурою, вірогідно, що
наявність двох β�шпильок, що пронизують
бішар мембрани, буде показано для усіх
представників цієї родини токсинів.

Іонпровідні властивості 
цитотоксинових каналів і чинники, 

які на них впливають

Відомо, що механізм дії багатьох канало�
формуальних токсинів залежить від іонпро�
відних властивостей каналів, утворених ци�
ми токсинами в плазматичній мембрані
клітин�мішеней. Тому наступним етапом
досліджень цитолітичних токсинів після
вбудовування було визначення іонпровід�
них властивостей утворених в ліпідному
бішарі каналів під дією різних факторів се�
редовища і штучних чинників впливу. Для
з’ясування ролі токсинових каналів у біохі�
мічних процесах, які відбуваються на різ�
них рівнях структурної організації враже�
ного токсином організму, особливу увагу
приділяли впливу змін хімічного складу
токсинів, що досліджувалось за допомогою
рекомбінантних форм токсинів на модифі�
кованих токсинами біологічних і штучних
мембранах та тваринах. 

Дослідження залежності провідності
каналів RTX�токсину від температури нав�
колишнього водно�сольового середовища по�
казали, що енергія активації провідності ка�
налів RTX у БЛМ, оточеній розчином 100 мМ
КСl, практично не залежала від співвідно�
шення компонентів мембрани і були близькі
до такої для провідності каналів α�латро�
інсектотоксину із отрути каракурта [28, 29].
Останній факт може свідчити про схожі
розміри отворів каналів, утворених RTX та
α�латроінсектотоксином в БЛМ, що дістало
подальше підтвердження при визначенні
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впливу коркових блокаторів метонієвого
ряду та новітнього блокатора пасивного
транспортування іонів — хлориду 3�децило�
ксикарбонілметил�4�метил�5�(β�гідроксі�
етил)тіазолію (ДМГТ) [28]. 

Безпосереднє транспортування іонів ка�
налами RTX� та β�токсину залежало від
мембранного потенціалу та іонного складу
середовища навколо модифікованого токси�
нами БЛМ. Гемолітичний токсин актинії
RTX утворював у мембрані катіонні канали,
переважно селективні до К+ та Na+, що може
мати наслідком збільшення пасивного
транспортування цих іонів через плазма�
тичні мембрани еритроцитів у разі вбудову�
вання RTX�каналів [8]. Деякі дослідники
вважають, що вихід іонів калію з еритро�
цитів каналами RTX�токсину спричинює
значне збільшення осмотичного тиску на
плазматичну мембрану ураженої клітини,
що призводить до її розриву і є основною
причиною індукованого RTX гемолізу [1]. 

Безпосереднє транспортування іонів β�
токсиновими каналами також є вибірковим
тільки для одновалентних катіонів (Na+, К+),
що може спровокувати незворотну деполяри�
зацію збудливої мембрани автономних і пе�
риферичних нервово�м’язових сполучень
хребетних після утворення в них каналів 
β�токсину. Як і в разі з RTX�токсином, утво�
рення β�токсинових каналів у плазматичній
мембрані клітин культури HL 60 також
збільшувало трансмембранні потоки К+

і Na+ і призводило до набрякання та лізису
клітини, що може бути причиною некротич�
ного ентериту у свійських тварин [3].

Той факт, що на відміну від RTX та низ�
ки інших токсинів β�токсиновий канал мож�
на було заблокувати лише іонами цинку
[25], свідчить про певну відмінність струк�
тури катіонселективного сайту цього каналу
від інших. 

Окрім цього, причиною певних розбіж�
ностей вибірковості до іонних блокаторів
і провідності токсинових каналів у БЛМ мо�
жуть бути різні геометричні розміри їхніх
водних порожнин. Тому важливу роль віді�
гравали дослідження впливу різних молекул
неелектролітів (поліетиленгліколі, сахароза
тощо) на провідність каналів цитолітичних
токсинів з метою визначення і порівняння
розміру отворів іонпровідних олігомерів
у мембрані. 

Препарати β�токсину утворювали в БЛМ
два основних піки провідності — при 110
і 60 пСм [25]. Було показано, що пасивне
транспортування K+ через пори β�токсино�
вих каналів з провідністю 110 і 60 пСм най�

краще блокувалось молекулами поліетилен�
гліколів з приблизними гідродинамічними
радіусами 1,27 і 1,11 нм [25] відповідно або,
згідно з іншими джерелами, 1,3 і 1,6 нм [3].
Це свідчить про утворення двох типів ка�
нальних олігомерів (гепта� і гексамерів), ха�
рактерних для цитолітичних токсинів на
зразок α�гемолізину. Причому, лише біль�
ший за розміром гептамер з молекулярною
масою 228 кДа вбудовується в ліпідний
бішар клітин внутрішнього епітелію хребет�
них HL 60, тоді як менший за молекулярною
масою і, ймовірно, розміром отвору каналу
гексамер (191 кДа) не функціональний через
те, що залишається в ліпідному рафті кліти�
ни [3]. Варто зазначити, що досить великі
розміри отворів обох олігомерів β�токсину
дозволяють відбуватись не лише деполяри�
зації плазматичної мембрани вражених
клітин завдяки безпосередньому транспор�
туванню іонів (К+, Na+), але також і вивіль�
ненню з них вторинних посередників арахі�
донової кислоти та інозитолу, що може
впливати на зміну внутрішньоклітинної
концентрації Са2+ і внаслідок цього на нерво�
ву передачу в автономній і периферійній
нервових системах хребетних [5, 25]. Серед
симптомів враження β�токсином нервової
системи хребетних, що пов’язані з деполя�
ризацією нервових тканин або дефіцитом
інозитолу, — раптові передсмертні скоро�
чення м’язів у мишей, зміна артеріального
тиску і ритму серцебиття. Окрім цього, нес�
тача арахідонової кислоти та інозитолу, що
в зміненому вигляді входять до складу фос�
фоліпідів клітинної мембрани, порушує
обмін ліпідів і може спричинити порушення
цілісності епітеліальних клітин, викликаю�
чи появу різних некрозів.  

Радіус вхідного отвору каналу RTX було
визначено шляхом аплікації блокаторів ме�
тонієвого ряду на індукований токсином
трансмембранний потік К+. Оскільки з усьо�
го ряду використаних алкіламоніїв тетрабу�
тиламоній з радіусом молекули 0,55 нм був
найефективнішим, можна вважати, що
внутрішній радіус каналу RTX такий самий
[8]. Паралельно проведене визначення роз�
мірів отвору α�латроінсектотоксинового ка�
налу (0,53 нм) [28] підтвердило зроблене
раніше припущення про те, що іони калію
долають однаковий активаційний бар’єр
у порожнинах каналів α�латроінсектотокси�
ну і RTX через подібний розмір їхнього внут�
рішнього діаметра. З огляду на розмір моле�
кули гемоглобіну ефективний радіус отвору
каналу, здатного забезпечити вихід гемогло�
біну з еритроцита через внутрішню порож�
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нину каналу, має бути не меншим, ніж
3,35 нм [8], що набагато перевищує визначе�
ний розмір отвору каналу RTX. Дані про
розмір отвору каналу RTX підтверджують
гіпотезу про те, що спричинений RTX лізис
еритроцитів, найімовірніше, пов’язаний
з осмотичним шоком внаслідок виходу К+ із
враженої клітини [1] або руйнуванням плаз�
матичної мембрани в результаті вбудовуван�
ня багатьох каналів [8], що також порушує
цитоскелет клітини [1]. 

Натомість, іонні канали ще одного гемо�
літичного протеїну — θ�токсину бактерії
Clostridium perfringens утворювали в плос�
кій фосфоліпідній мембрані з холестеролом
майже не вибіркові одиничні канали дуже
високої провідності — 4−6 нСм [18, 21], що
свідчить про великий розмір їхніх отворів.
Останнє припущення підтверджувалось да�
ними електронної мікроскопії, згідно з яки�
ми радіус внутрішнього отвору кільцеподіб�
ної гомоолігомерної іонпровідної структури
становить приблизно 15 нм [17, 18]. Той
факт, що канальний олігомер θ�токсину
складений з багатьох (50) мономерів, також
свідчить про утворення цим токсином іон�
них каналів з великим розміром отвору,
який згідно з даними [17, 18] у 5 разів біль�
ший за розмір молекули гемоглобіну. Імо�

вірно, значний розмір отвору θ�токсинового
каналу і є основною причиною його цитолі�
тичної дії. Останнє припущення підтверд�
жується тим, що цей протеїн може значно
ефективніше за гемолітичні токсини з мен�
шим розміром отворів каналу руйнувати
еритроцити, спричинюючи порушення кро�
вообігу, внаслідок чого швидше утворюються
глибокі некротичні зміни уражених тканин,
які можуть стати причиною хірургічного
втручання [17].

Таким чином, реконструкція або відтво�
рення процесів побудови і функціонування
іонних каналів природного токсину RTX ак�
тинії Radianthus macrodactilus та ре�
комбінантних, генетично змінених шляхом
внесення точкових мутацій, β� і θ�токсинів
бактерії Clostridium perfringens дала мож�
ливість визначити механізми утворення ци�
ми протеїнами каналів у ліпідному бішарі
мембрани, їхню структуру та можливу роль
у процесах, що зумовлюють лізис клітин або
впливають на нервово�м'язову передачу.
Окрім цього, реконструкція іонних каналів
цитолітичних токсинів, є важливим етапом,
що необхідний для створення засобів ліку�
вання токсичних уражень шляхом блоку�
вання струму іонів через канали токсинів.
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Особую роль при патологиях, возникаю�
щих вследствие образования цитолитически�
ми токсинами протеинов ионных каналов в
плазматической мембране пораженных кле�
ток, играет пассивная транспортировка кана�
лами токсинов неорганических ионов и орга�
нических соединений, которые принимают
участие в обмене веществ или являются важ�
ными составляющими клетки. Поэтому
исследование процесса образования и функ�
ционирования ионных каналов цитолитичес�
кими токсинами является важным для опре�
деления строения канального олигомера
в плазматической мембране клетки�мишени
и механизмов лизиса клетки.

Цитолитическое действие рассмотренных
в работе протеиновых токсинов осуществляет�
ся путем увеличения непосредственной транс�
портировки неорганических ионов через
нативные мембраны пораженных клеток
и высвобождения их внутренних компонен�
тов (протеинов, органических кислот и т. п.).
Это связано с образованием токсинами ион�
проводящих олигомеров — каналов в липид�
ном бислое плазматической мембраны. Реко�
нструкция ионных каналов цитолитических
протеинов в искусственных бислойных ли�
пидных мембранах и липосомах дает возмож�
ность исследовать их образование и функцио�
нирование, что важно для определения
структуры ионпроводящего олигомера и ме�
ханизма его токсического действия с целью
лечения токсических поражений путем блоки�
рования тока ионов через каналы токсинов.
Основное внимание в обзоре уделено обсужде�
нию закономерностей образования и свойств
сравнительно недавно реконструированных
ионпроводящих олигомеров нейро� и дерма�
токсичного β�токсина бактерии Clostridium
perfringens, а также гемолитических θ�токси�
на бактерии Clostridium perfringens и RTX�
токсина Radianthus macrodactilus.

Ключевые слова: бислойная липидная мембрана,
ионные каналы, β� и θ�токсины Clostridium per?
fringens, RTX�токсин Radianthus macrodactilus.
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Passive transporting of inorganic ions and
organic compounds, that take part in metabo�
lism or are the important cell constituents
plays a special role in pathologies resulting
from cytotoxic proteins channel creation into
a target cells plasma membrane. Therefore,
research of cytotoxic proteins channel cre�
ation and functioning is important for deter�
mination of a channel oligomer structure in a
target cells plasma membrane and the mecha�
nisms of cell destruction.

Cytolytic effect of protein toxins reviewed
is carried out via direct transporting increase
of inorganic ions through the native mem�
branes of the target cells and release of their
interior components (toxic protein channels).
It is associated with formation of ion�conduc�
ting oligomers — channels in lipid bilayer of
plasma membrane — by toxins. These pore�
forming proteins reconstruction into bilayer
lipid membranes and liposomes allows to
research their channel formation and func�
tioning that provides a possibility to investi�
gate the cytolytic protein pore structure and
action mode aiming cells lysis prevention via
blocking of ionic current across toxin chan�
nels. Most of the review is focused on regula�
rity of creation and properties for relatively
recent reconstructed ion�conductive oligomers
of neuro� and dermatoxic β�toxin from bac�
teria Clostridium perfringens, another
haemolytic θ�toxin of Clostridium perfringens
and actoporine RTX of Radianthus macrodac?
tilus.

Key words: bilayer lipid membrane, ion channel,
Clostridium perfringens β� and θ�toxin,
Radianthus macrodactilus RTX toxin.
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Кремнеземы широко используют в био�
медицинских целях не только в качестве
сопутствующих веществ, придающих лекар�
ственным формам требуемые физико�хими�
ческие свойства, но и как самостоятельное
лекарственное средство с выраженным де�
токсицирующим эффектом, хорошо зареко�
мендовавшее себя при лечении пищевых
отравлений, бактериальных заражений
и раневых инфекций [1–3]. В последние го�
ды разрабатываются технологии использо�
вания пористых кремнеземов как средств
направленной доставки лекарственных пре�
паратов, предполагающие создание в пле�
ночных образцах кремнезема нанорозмер�
ных каналов, в которые может быть внедрен
лекарственный препарат [4−6]. В дальней�
шем благодаря диффузионным процессам
или физическому воздействию (электрофо�

рез) препарат перемещается в контактирую�
щую с пленкой ткань или биологическую
жидкость. Для той же цели можно использо�
вать также сильно гидратированные поли�
мерные и биополимерные молекулы [7].
Весьма перспективными материалами для
направленной доставки фармпрепаратов мо�
гут стать композиты, созданные на основе
нанокремнезема, модифицированного ад�
сорбированной ДНК. Хотя сама ДНК плохо
растворяется в воде, ее молекулы легко фор�
мируют гелевую (или микрогелевую) струк�
туру, связывающую большое количество во�
ды. Адсорбционное закрепление полимера
на поверхности кремнезема может осущес�
твляться механохимической активацией
смеси твердых частиц полимера и SiO2
в присутствии некоторого количества воды
или органического растворителя [8, 9]. При
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Кремнеземы широко используют в биомедицине не только в качестве сопутствующих веществ,
придающих лекарственным формам требуемые физико�химические свойства, но и как самостоятель�
ное лекарственное средство с выраженным детоксицирующим эффектом, хорошо зарекомендовав�
шее себя при лечении пищевых отравлений, бактериальных заражений и раневых инфекций.

Создана нанокомпозитная система на основе высокодисперсного кремнезема, модифицированно�
го адсорбированной ДНК. Свойства композита изучены методами ЯМР�спектроскопии, термограви�
метрии, ИК�спектроскопии. Проведены биометрические исследования композита SiO2�ДНК на сус�
пензию клеток Saccharomyces cerevisiae. Показано, что нанокомпозит обладает достаточной
биоактивностью, поскольку может существенно ускорять процессы жизнедеятельности хлебопека�
рских дрожжей. Детально изучены гидратация композита SiO2�ДНК и влияние на нее среды органи�
ческих растворителей. Обнаружено несколько форм межфазной воды, в том числе и слабоассоцииро�
ванной, которая практически не образует водородных связей с соседними молекулами. Показано,
что при варьировании температуры или введении в систему органических веществ происходят взаи�
мопревращения между разными формами межфазной воды. Высказано предположение, что именно
слабоассоциированная форма воды может быть ответственна за биосовместимость с клетками. 
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этом высокая механическая нагрузка позво�
ляет равномерно распределять полимер по
поверхности кремнеземной матрицы, созда�
вая большую площадь контакта поверхнос�
ти субстрата с внешней средой, а его много�
центровое связывание с поверхностью
обеспечивает стабильность композита в те�
чение длительного времени. Фармакологи�
ческие свойства композита будут во многом
определяться строением водно�органичес�
ких смесей на его поверхности.

Ранее, при определении состояния воды
в порошках твердой ДНК методом низкотем�
пературной 1Н ЯМР�спектроскопии [10−12],
было показано, что вода, адсорбированная
молекулами ДНК, находится в кластерном
состоянии, причем одновременно могут наб�
людаться несколько типов кластеров, отве�
чающих воде с разной ассоциированностью
(принимающей участие в формировании
разных типов водородно�связанных комплек�
сов). Состояние воды существенно изменяется
с варьированием температуры и в присут�
ствии органической среды. При этом основ�
ными типами межфазной воды в ДНК следу�
ет считать ее слабоассоциированные формы
(WAW, молекулы которой либо вообще не
образуют водородных связей, либо участву�
ют в формировании малых кластеров, содер�
жащих 2−4 молекулы [10]), сильноассоци�
ированную воду (SAW, каждая молекула
которой участвует в формировании не менее
двух водородных связей), и воду, взаимодей�
ствующую с электронодонорными центрами
молекул ДНК или органической среды
(ASW). Целью настоящей работы было
исследование гидратных свойств наноком�
позита, созданного на основе высокодиспе�
рсного кремнезема и ДНК в среде органичес�
ких растворителей. Предполагалось, что
такие композитные материалы могут быть
использованы для селективного связывания
биологически активных веществ в разбав�
ленных растворах и биосредах, а также в ка�
честве носителя лекарственных препаратов.

Материалы и методы

В качестве минеральной составляющей на�
нокомпозита был выбран высокодисперсный
кремнезем (ВДК, Аэросил А�300, с удельной
поверхностью 300 м2/г, Калушского опытно�
экспериментального завода Института хи�
мии поверхности им. А. А. Чуйко НАН Ук�
раины). Для приготовления нанокомпозита
препарат лиофилизированной ДНК, выде�
ленной из молок лососевых рыб (Sigma), пе�
ремешивали с порошком ВДК, добавляя

фиксированное количество воды, и подвер�
гали механохимической активации в тече�
ние 20 мин. После этого полученный компо�
зит сушили при 60 °С в течение 48 ч. На
рис. 1 приведены микрофотографии порош�
ка и водной суспензии нанокомпозита, где
видно, что его частицы представляют собой
агломераты микронного размера. 

В качестве органической среды использова�
ли дейтерированные растворители — CDCl3,
C6D6, CD3CN, а также смеси CDCl3 и C6D6 с дей�
терированными формами ацетонитрила, ДМСО
и пиридина. Дейтерированные аналоги раство�
рителей были выбраны с целью предотвраще�
ния появления в спектрах 1Н ЯМР интенсив�
ных сигналов жидких органических веществ. 

Спектры ЯМР снимали на ЯМР�спектро�
метре высокого разрешения Varian Mercury 400
с рабочей частотой 400 МГц. Температуру
регулировали с точностью ±1 K, используя
термоприставку Bruker VT�1000. Для предот�
вращения переохлаждения суспензий
спектры 1Н ЯМР незамерзающей воды запи�
сывали при нагревании суспензий, предвари�
тельно охлажденных до температуры 210 К.

Способ определения характеристик меж�
фазных слоев воды с помощью 1Н ЯМР�
спектроскопии подробно изложен в [10−12].
Он базируется на влиянии межфазной гра�
ницы на температуру фазового перехода во�
да−лед. Благодаря адсорбционным взаимо�
действиям температура замерзания воды на
границах раздела понижена. Свободная
энергия льда с понижением температуры из�
меняется по линейному закону [13]:

ΔG = –0,036(273 – Т).                (1) 

Площадь, ограниченная кривой ΔG(Сuw)
[Сuw(Т) — температурная зависимость кон�
центрации незамерзшей воды], определяет
величину межфазной энергии (γS), которая
равна модулю суммарного понижения свобод�
ной энергии воды, обусловленного присут�
ствием границы раздела фаз: 

Рис. 1. Микрофотографии порошка 
нанокомпозита SiO2aДНК (а) 

и его водной суспензии (б)

10 мкм

10 мкм

а                                                б
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,          (2)

где — общее количество незамерзаю�
щей воды при Т = 273 °К.

На зависимостях ΔG(Сuw) обычно могут
быть выделены участки, относящиеся к сла�
босвязанной (WBW) и сильносвязанной
(SBW) воде. При этом под WBW понимают
ту часть незамерзающей воды, свободная
энергия которой лишь немного понижена 
(−ΔG ≤ 0,5–0,8 кДж/моль) в результате адсорб�
ционных взаимодействий, и замерзает она
при Т > 250–260 К.  SBW (−ΔG > 0,8 кДж/моль)
может не замерзать даже при сильном ох�
лаждении суспензии [10, 12]. Количествен�
ные (Сuw

s и Сuw
w для SBW и WBW, соответ�

ственно) и энергетические (ΔGs и ΔGw)
характеристики слоев связанной воды могут
быть получены экстраполяцией соответству�
ющих участков зависимостей к осям абсцисс
и ординат. 

Процесс замерзания воды во внутрикле�
точных полостях или карманах в макромо�
лекулах может быть описан уравнением
Гиббса−Томсона [10, 14]:

(3)

где Тm(R) — температура плавления льда,
локализированного в порах (пустотах) ради�
усом R, Тm,∞ — температура плавления объ�
емного льда, ρ — плотность твердой фазы,
σs1 — энергия взаимодействия твердого тела
с жидкостью (посредством водородных свя�
зей), ΔНf –объемная энтальпия плавления,
k — константа. Это уравнение может быть
использовано для расчета распределений по
размерам пор (заполненных связанной во�
дой пустот) на основе зависимостей Cuw(T).
Зависимость ΔG(Сuw) можно преобразовать
в распределение незамерзающей воды по из�
менениям свободной энергии Гиббса ΔСuw(ΔG),
где ΔСuw — инкрементальная функция тем�
пературы.

Поскольку время поперечной релакса�
ции протонов в твердых телах, к которым
относятся биополимерные молекулы ДНК,
лед и ВДК на несколько порядков меньше,
чем для жидкостей или воды, физически ад�
сорбированной на нанокомпозите [15],
в спектрах 1Н ЯМР могут регистрироваться
исключительно сигналы протонов молекул
адсорбированной воды. 

Для исследования биоактивности полу�
ченного нанокомпозита использовали сухие
хлебопекарские дрожжи Saccharomyces

cerevisiae (производства ЗАО «Энзим», Ук�
раина), которые культивировали в 17%�м
растворе сахарозы при 25 °С. Активность
суспензии дрожжевых клеток определяли
по кинетике выделения углекислого газа
в процессе их брожения при фиксированном
содержании питательных веществ [16]. Вы�
делившейся углекислый газ определяли ко�
личественно. В начале опыта колбу со сре�
дой, дрожжами и затвором взвешивали на
технических весах с точностью до 0,01 г. Далее
реакционную колбу взвешивали периоди�
чески, что позволяло определять массу вы�
делившегося углекислого газа за определен�
ный промежуток времени. Достоверность
полученных результатов обеспечивалась
повторением измерений и статистическим
вычислением среднего значения.

Результаты и обсуждение

На рис. 2 приведены результаты термо�
гравиметрических исследований наноком�
позита ДНК–SiO2, снятые на дериватогра�
фе марки Q�1500D (Венгрия) в воздушной
среде при скорости нагрева 10 градус/мин.
Показаны (а) кривые относительного изме�
нения массы от температуры (ТГ), производ�
ная от изменения массы по температуре,
dm/dT (ДТГ) и характеризующая поглощение
или выделение тепла исследуемым образ�
цом (ДТА). При этом рост кривой ДТА сви�
детельствует об эндо�, а уменьшение — об
экзотермических эффектах, происходящих
в процессе термолиза. Показаны (б) зависи�
мость этих величин от времени нагрева, по�
теря массы относительно массы исходной
навески (в). На кривой потери массы (ТГ)
регистрируется перегиб в области 120 °С,
который отвечает удалению физически
адсорбированной воды. При этом потеря
массы составляет 3% мас. Полная потеря
массы образцом нанокомпозита при нагреве
его до 1 000 °С составляет 8,1% мас. Сле�
довательно, количество остаточной воды
в образце было 3% мас, а содержание поли�
мерной составляющей в композите —
6,1% мас.

При создании минерально�полимерных
композитов с помощью механохимической
активации возможна адсорбция полимера
на поверхности, которая происходит с учас�
тием активных центров поверхности крем�
незема, либо образование механической сме�
си, характеризующейся присутствием в ней
слабо связанных между собой частиц крем�
незема и ДНК. С целью определения взаимо�
действия компонентов в композитной системе

max
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были проведены ИК�спектроскопические
исследования (однолучевой Фурье�спектро�
метр фирмы Thermo Nicolet Nexus FT�IR,
Германия, таблетки в виде прессованных по�
рошков с KBr при соотношении компонен�
тов 1 : 5). Их основой служили измерения
изменения интенсивности полосы остаточ�
ных гидроксильных групп кремнезема
(ν = 3750 см–1) до и после механохимической
активации. 

На рис. 3 представлены результаты ис�
следования исходного кремнезема, порошка
ДНК и нанокомпозита SiO2�ДНК, содержа�
щего 6% мас ДНК. Подробное отнесение по�
лос в ИК�спектрах ДНК приведено в [17].
Поглощение в области частот, отвечающее
3800−2200 см–1, относится преимущественно
к поглощению молекул свободной и связан�
ной воды. На его фоне видны слабоинтенсив�
ные полосы, обусловленные СН3, СН2, СН,
NH2 и NH� группами дезоксирибозы и осно�
ваний. Наиболее интенсивные из них 3 350,
2 210 и 2 280 см–1 относятся к NH2 и NH�груп�
пам оснований. В области спектра, отвечаю�
щей 1 750−1 250 см–1, находится большая
группа интенсивных полос валентных коле�
баний сопряженных связей азотистых гете�
роциклов, экзоциклических С–О� связей

и деформационных колебаний NH2 и NH� групп
оснований. В области 1 250−1 090 см–1 наблю�
дается выраженная группа полос колебаний
сахарофосфатного остова. Две наиболее ин�
тенсивные из них — 1 230 см–1 и 1 090 см–1 — мо�
гут быть отнесены к антисимметричному и сим�
метричному валентным колебаниям О2�Р�О3.

Сигнал силанольных групп, не участву�
ющих в образовании водородных связей
(с молекулами воды или другими активными
центрами), наблюдается в виде узкой харак�
теристичной полосы с ν = 3 750 см–1 [18, 19].
Интенсивность этой полосы в нанокомпозите
существенно меньше, чем в исходном крем�
неземе. Если учесть, что полимерная составля�
ющая в композите составляет всего 6,1 %мас,
в то время как для полного покрытия поли�
мерами разных типов поверхности нанокре�
мнзема А�300 обычно требуется на порядок
больше полимера [10], можно сделать вывод,
что большая часть присутствующей в образце
ДНК распределяется по поверхности кремне�
зема таким образом, что ее электронодонор�
ные группы формируют водородно�связан�
ные комплексы с силанольными группами.
Это обеспечивает высокую энергию связыва�
ния биополимера с поверхностью и форми�
рование стабильного композита SiO2�ДНК.

Рис. 2. Результаты термогравиметрических исследований нанокомпозита, 
приготовленного на основе ВДК и ДНК: 

а — кривые относительного изменения массы от температуры (ТГ), dm/dT (ДТГ) и направления 
теплового потока (ДТА); 

б — их зависимость от времени нагрева; 
в — кривая потери массы относительно исходной навески

а

в

б

П
от

ер
я

 м
ас

сы
,%

Температура, °С

ДТА

ДТГ

ТГ

Время, мин

Температура, °С

ДТА

ДТГ

ТГ

Т



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №4, 2011

38

На рис. 4 приведены снятые при разных
температурах спектры 1Н ЯМР воды, связан�
ной синтезированным нанокомпозитом, со�
держащим 50% мас (а) и 3% мас воды в сре�
де дейтерохлороформа (б), дейтеробензола
(в) и дейтероацетонитрила (г). В 5%�й сус�
пензии основной сигнал имеет химический
сдвиг 4,5–5 м. д., что совпадает со значени�
ем химического сдвига жидкой воды и отве�
чает сильноассоциированной воде, в которой
каждая молекула участвует в формирова�
нии 2,5–3,0 водородных связей [10]. При
большом усилении в спектрах становятся
наблюдаемыми слабоинтенсивные сигналы
в области 1,2–1,7 м. д., которые могут быть
связаны с наличием небольшого количества
слабоассоциированной воды (на каждую ее
молекулу приходится менее одной водород�
ной связи), и в области 7 м. д., вероятно,
обусловленной молекулами воды, взаимо�
действующей с сильными электронодонор�
ными центрами, способными к формирова�
нию комплексов с перенесенным протоном.
Точное измерение интенсивности этих сиг�
налов на фоне интенсивного сигнала SAW
затруднительно. Качественная оценка пока�
зывает, что их интенсивность не превышает
0,2% от интенсивности сигнала SAW.

Для нанокомпозита, насыщенного водой
при 50 °С (СН2О = 3% мас), помещенного
в среду слабополярного органического раст�
ворителя — хлороформа, в спектрах 1Н ЯМР
раздельно регистрируются сигналы сильно�
и слабоассоциированной воды. С понижени�
ем температуры их интенсивность уменьша�
ется за счет вымерзания воды. Причем
интенсивность сигнала SAW ослабевает зна�
чительно сильнее, чем сигнала WAW
(рис. 4), т. е. свободная энергия WAW пони�
жена адсорбционными взаимодействиями

с поверхностью композита в большей степе�
ни, чем SAW. В спектрах регистрируется
также сигнал непродейтерированной состав�
ляющей хлороформа с химическим сдвигом
δН = 7,2 м. д.

В среде бензола при 280 К (рис. 4, в), ко�
личество WAW существенно повышается
(примерно вдвое) по сравнению с ее количе�
ством в среде CDCl3. Однако с понижением
температуры концентрация слабоассоци�
ированной воды быстро снижается (рис. 5).
Одновременно уменьшается и относительно
узкий сигнал непродейтерированного жид�
кого бензола (δН = 7,2 м. д.), который замер�
зает (Тпл = 280 К) и практически перестает
регистрироваться в спектрах. Твердый бен�
зол находится в состоянии молекулярного
кристалла. Его сигнал может наблюдаться в
виде очень широкого сигнала с химическим
сдвигом δН = 7,2 м. д. Таким образом, воз�
можность существования воды в слабоассо�
цированном состоянии связана с наличием
жидкой фазы неполярного органического
растворителя (рис. 4, в). На рис. 4, в в спект�
рах присутствует также сигнал тетраметил�
силана (ТМС), добавляемого во многие дей�
терорастворители в качестве стандарта
химического сдвига (δН = 0 м. д.).

При замене бензола ацетонитрилом (по�
лярность которого значительно выше) вид
спектров воды, связанной с поверхностью
композита, существенно изменяется. Кон�
центрация слабоассоциированной воды ста�
новится намного большей, чем сильноассо�
циированной, вплоть до температуры
замерзания жидкого ацетонитрила (233 К).
При более низкой температуре, как и в слу�
чае бензола, интенсивность сигнала WAW
быстро уменьшается с понижением темпера�
туры, и он перестает регистрироваться

Рис. 3. ИКaспектры исходного кремнезема (1), порошка ДНК (2) и нанокомпозита SiO2aДНК (3), 
снятые в таблетках с KBr при соотношении компонентов 1:5
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в спектрах при T < 220 K (рис. 4, г). Хими�
ческий сдвиг слабоассоциированной воды в
среде ацетонитрила несколько больше
(δН = 2,5 м.д.), чем в среде слабополярных
растворителей. Это позволяет предполагать
возможность существования в композите
SiO2�ДНК двух ее форм — WAW1 и WAW2.
Вероятно, WAW2 отвечает несколько более
упорядоченным кластерам воды, которые
стабилизируются полярной средой. Хими�
ческий сдвиг сигнала SAW с ростом темпе�
ратуры уменьшается от 6 м.д. при 200 К до
4 м.д. при 280 К. Такая резкая зависимость

δН(Т) может быть связана с возможностью
существования воды как в виде кластеров
сильноассоциированной воды, так и в виде
водородно�связанных комплексов HO�H…N�
CCD3 (ASW), локализованных в среде жид�
кого ацетонитрила. Поскольку в спектрах
присутствует только один сигнал, следует
предполагать наличие быстрого молекуляр�
ного обмена между этими состояниями [15].
При замерзании ацетонитрила химический
сдвиг SAW становится заметно большим,
чем для жидкой воды. Это может быть обус�
ловлено формированием водородных связей

Рис. 4. Снятые при разных температурах спектры 1Н ЯМР воды, в суспензиях нанокомпозита 
SiO2aДНК в воде при СН2О = 50% мас (а), CDCl3 (б), C6D6 (в) и CD3CN (г) при СН2О = 3% мас
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между молекулами воды, расположенными
снаружи кластеров SAW, и молекулами
ацетонтрила. В результате среднее коорди�
национное число воды увеличивается. Сла�
боинтенсивный широкий сигнал в области
δН = 2 м.д. следует относить к сигналу ме�
тильных групп непродейтерированной со�
ставляющей ацетонитрила.

На рис. 5 представлена температурная
зависимость концентраций разных форм во�
ды, полученная на основе измерения интен�
сивности сигналов в спектрах 1Н ЯМР, а на
рис. 6 — рассчитанные в соответствии с фор�
мулой (3) распределения по размерам клас�
теров SAW. При содержании в нанокомпо�
зите 50% мас воды средний размер
кластеров составляет 4 нм. Для нанокомпо�
зита, содержащего 3% мас адсорбированной
воды в среде слабополярных растворителей,
средний размер кластеров SAW близок
к 1 нм.

На рис. 7, 8 приведены снятые при раз�
ных температурах спектры 1Н ЯМР воды, ад�
сорбированной нанокомпозитом SiO2�ДНК
в смесях хлороформа и бензола с электроно�
донорными растворителями — ацетонитри�
лом, ДМСО и пиридином при СН2О = 3 и 6%
мас. В бинарной смеси 2:1 CDCl3/CD3CN
(рис. 7, а) кроме сигналов СН3 и СН групп
ацетонитрила и хлороформа раздельно реги�
стрируются SAW (или SAW+ASW), WAW1
и WAW2. Сигнал WAW1 слабо изменяется
с понижением температуры, в то время как
сигнал WAW2 проявляет способность как
к уменьшению за счет замерзания воды при
T < 230 K, так и к росту из�за перехода в слабо�
ассоциированное состояние части воды, иден�
тифицируемой как SAW+ASW (рис. 7, а, б). 

В смеси CDCl3/ДМСО�d6 (рис. 6, б, в) сиг�
нал метильных групп ДМСО точно совпадает
с химическим сдвигом WAW2. О присут�
ствии в суспензии кроме WAW1 также

Рис. 5. Температурная зависимость концентрации сильноa и слабоассоциированной воды в нанокомпоa
зите SiO2aДНК, содержащем 3% мас воды в среде органических растворителей для сильноассоциироa

ванной (а) и слабоассоциированной (б) воды

а б

Рис. 6. Распределение по размерам кластеров сильноассоциированной воды 
в нанокомпозите SiO2aДНК
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и WAW2 свидетельствует температурное из�
менение интенсивности сигнала с химичес�
ким сдвигом δН = 2,5 м.д. Однако, в отличие от
смеси CDCl3/CD3CN, рост сигнала WAW2 про�
исходит не с увеличением, а с понижением
температуры, т. е. с ростом температуры часть
WAW2 трансформируется в ASW, которая
регистрируется отдельно от SAW (рис. 6, б, в).
Как и WAW2, с ростом температуры около
280 К  SAW имеет тенденцию к уменьшению
за счет перехода воды в жидкую фазу, где она
существует в виде водородно�связанных
комплексов HO�H…O=S(CD3)2 (ASW). С воз�
растанием концентрации ДМСО (рис. 6, в)
концентрация SAW уменьшается, а ASW —
растет. Химический сдвиг SAW практически
не отличается от такового жидкой воды.

При замене ДМСО пиридином (рис. 7, г−е)
в спектрах раздельно регистрируются сигна�
лы WAW1 и WAW2. Раздельная регистрация
сигналов SAW и ASW зависит от температу�
ры и соотношения концентраций компонен�

тов. Вероятно, SAW легко замерзает, т. е.
является слабосвязанной, поэтому регист�
рируется только при относительно высокой
температуре. Обращает на себя внимание
большая величина химического сдвига как
для SAW, так и для ASW (HO�H…NC5H5).
Она может достигать δН = 7,5 м.д., что не�
сколько больше, чем для тетракоординиро�
ванной воды, формирующей кристаллы гек�
сагонального льда [20]. Это может быть
связано со способностью молекул пиридина
переходить в протонированное состояние [21].
Учитывая, что кластеры SAW относятся
к межфазной воде, связанной частицами на�
нокомпозита, а ASW — к воде, растворенной
в органической фазе, можно предположить,
что ионы пиридина формируются как на поверх�
ности, так и в жидкой органической среде.
Понижение температуры стабилизирует
комплексы с перенесенным протоном. Соот�
ветственно химический сдвиг ASW смеща�
ется в область слабых магнитных полей.

Рис. 7. Снятые при разных температурах спектры 1Н ЯМР воды, адсорбированной нанокомпозитом
SiO2aДНК в суспензии CDCl3 с добавками электронодонорных органических растворителей: 

а — CD3CN; б, в — ДМСОad6; г, д, е — Pyad5 при содержании воды в образцах 3% мас (а[д) и 6% мас (е)
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Поскольку при T < 280 K бензол легко за�
мерзает, в смесях органических растворите�
лей, приготовленных на основе бензола, со�
стояние межфазной воды зависит не только
от соотношения концентраций компонен�
тов, но и от фазового состояния дисперсион�
ной среды, о котором можно судить по присут�
ствию в спектрах сигналов протонов
непродейтерированной составляющей органи�
ческих растворителей. В спектрах нанокомпо�
зита, помещенного в смесь 3:3 C6D6/CD3CN,
сигнал СН�групп бензола наблюдается при
T > 230 K, а СН3�групп ацетонитрила — при
T > 250 K (рис. 8, а). Следовательно, диспер�
сионная среда замерзает как единая фаза пос�
ле начала кристаллизации бензола. При 280 К
в спектрах раздельно регистрируются сигна�
лы SAW и WAW1. Концентрация слабоассо�
циированной воды примерно вдвое меньше,
чем сильноассоциированной. Замерзание
органической фазы сопровождается умень�
шением интенсивности сигнала WAW и его
смещением в слабые магнитные поля таким
образом, что при T < 240 K имеет место
трансформация WAW1 ↔ WAW2. C повы�
шением концентрации ацетонитрила
(рис. 8, б) доля слабоассоциированной воды
увеличивается за счет снижения концентра�
ции SAW.

В смесях C6D6/ДМСО (рис. 8, в, г) диспер�
сионная среда находится в замерзшем (или
частично замерзшем) состоянии уже при
T < 270 K. Это вызывает значительное уши�
рение сигналов межфазной воды. При

C6D6/ДМСО, равном 5:1, в спектрах раздель�
но регистрируются сигналы SAW и WAW1,
интенсивность которых близка (рис. 8, в).
С ростом концентрации ДМСО его раство�
римость в твердом бензоле уменьшается
(о чем свидетельствует появление сигнала
протонов метильных групп). Происходит
также перераспределение интенсивности
между сигналами SAW и WAW1 в сторону
повышения вклада SAW. При Т = 280 К сиг�
нал SAW имеет тенденцию к уширению, ко�
торая, вероятно, обусловлена появлением
ASW.

В общем виде процессы, происходящие
в гидратированном порошке нанокомпозита
SiO2�ДНК в среде органических растворите�
лей при температуре ниже 273 К, могут быть
представлены схематично:

В среде слабополярных органических
растворителей (CDCl3, C6D6) с понижением
температуры наблюдается процесс (I) — за�
мерзание сильноассоциированной воды.
Методами рентгеновской спектроскопии по�
казано, что при замерзании водно�органи�
ческих систем при температуре T > 200 K во�
да переходит в форму гексагонального льда
[21]. Замерзание слабоассоциированной во�
ды (WAW1) происходит только при очень

(4)

Рис. 8. Снятые при разных температурах спектры 1Н ЯМР воды в суспензиях нанокомпозита SiO2aДНК
в С6D6, содержащих добавки электронодонорных растворителей: СD3CN (а, б) и ДМСОad6 (в, г) 

при содержании адсорбированной воды 3% мас

Гексагональный лед Аморфный лед
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низкой температуре, что позволяет предпо�
лагать наличие равновесия (VII). При введе�
нии в дисперсионную среду электронодонор�
ных веществ (CD3CN, (CD3)2SO, C5H5N) при
разной температуре и соотношении концен�
траций компонентов могут реализовываться
равновесия (II)–(VI). Температурная зависи�
мость изменения концентрации SAW, ASW,
WAW1 и WAW2 для гидратированного по�
рошка нанокомпозита SiO2�ДНК в смешан�
ных средах, приготовленных на основе хло�
роформа, приведена на рис. 8, 9, а на основе
бензола — рис. 10. Несмотря на то, что эти
растворители являются слабополярными
из�за высокой температуры замерзания в
суспензиях, приготовленных на основе бен�
зола, в широком температурном интервале
возможно замерзание дисперсионной среды.
Таким образом, можно было сравнить влия�
ние на межфазную воду жидкой и твердой
фаз с регулируемыми гидрофильными ха�
рактеристиками.

В смесях хлороформа с наиболее слабым
элетронодонорным растворителем — ацето�
нитрилом с понижением температуры наб�
людается уменьшение интенсивности сигна�
лов SAW+ASW, WAW1 и WAW2 (рис. 5,
7, а). Поскольку изменение интенсивности
слабоассоциированных форм воды относи�
тельно невелико, можно сделать вывод, что
имеют место процессы (V) и (VII). Химичес�
кий сдвиг SAW не превышает 4 м. д., что
свидетельствует о совместной регистрации
сигналов SAW и ASW, между которыми
имеет место быстрый молекулярный обмен,
т. е. на межфазной границе нанокомпозита
реализуются равновесия (I), (II) и (III).
В присутствии ДМСО (рис. 7, б, в и 9, а, б)
молекулярный обмен между SAW и ASW за�
медляется, и сигналы этих форм воды реги�
стрируются раздельно. С понижением тем�
пературы существенно уменьшается только
интенсивность сигнала SAW [процесс (I)].
Большой разброс точек на кривых зависи�
мостей Сuw(T) (рис. 9) обусловлен снижением
точности определения площади пиков ЯМР
при необходимости интегрирования нес�
кольких близко расположенных сигналов
с разной шириной. Из рис. 8 следует, что
концентрация слабоассоциированных форм
воды (WAW1 + WAW2) достигает 10 мг/г,
что составляет около трети всей связанной
воды. Следовательно, в отличие от исходно�
го кремнезема [10], нанокомпозит SiO2�ДНК
способен стабилизировать значительное ко�
личество слабоассоциированных форм воды.

В присутствии пиридина (рис. 9, в, г) при
T > 250 K рост концентрации ASW происхо�

дит синхронно с уменьшением концентра�
ции SAW, что свидетельствует о наличии
равновесия (II). Кроме того, с понижением
температуры наблюдается ощутимый рост
концентрации WAW1, который может про�
исходить за счет перехода в слабоассоцииро�
ванное состояние некоторой части воды,
растворенной в жидкой среде [равновесие
(VIII)]. Возможны также и более сложные
превращения с участием разных форм воды,
выделить которые невозможно из�за относи�
тельно малой точности определения интен�
сивности сигналов разных типов кластеров
межфазной воды.

При добавлении в CDCl3 (рис. 6) ДМСО
или пиридина распределение по размерам
кластеров сильноассоциированной воды,
связанной нанокомпозитом SiO2�ДНК, су�
щественно изменяется (рис. 9, д). С ростом
концентрации полярной добавки или увели�
чением ее электронодонорной способности
проявляется тенденция к увеличению раз�
мера кластеров SAW. Так, если в среде чис�
того CDCl3 размер кластеров SAW не превы�
шал 2 нм (рис. 6), то рост концентрации
ДМСО и замена его на Py (пиридин) сопро�
вождается появлением кластеров, размер
которых может достигать 16,6 нм (рис. 9, д).
Однако двукратное увеличение концентрации
воды в присутствии Py привело к росту коли�
чества кластеров воды размером 1,5–4 нм.

В случае, когда основным компонентом
дисперсионной среды является бензол, в за�
висимости от температуры гидратирован�
ный порошок нанокомпозита SiO2�ДНК мо�
жет находиться в жидкой или твердой среде.
О таянии смеси органических растворителей
(C6D6 + CD3CN или C6D6 + ДМСО) свидетель�
ствует появление в спектрах (рис. 8) сигна�
лов метильных групп электронодонорной
добавки. На рис. 10 приведена температур�
ная зависимость изменения концентрации
разных форм воды для дисперсионных сред,
приготовленных на основе бензола с добав�
ками CD3CN (а, б) и ДМСО (в, г). В присут�
ствии CD3CN зависимость CSAW(T) имеет
сложный вид. В широком температурном
интервале (T > 240 K) регистрируется рост
концентрации сильноассоциированной во�
ды с понижением температуры. При этом
в спектрах фиксируется сигнал WAW1,
а после замерзания дисперсионной среды —
сигнал WAW2. С понижением температуры
CSAW и СWAW2 уменьшаются за счет замерза�
ния воды в результате смещения равновесий
(I) и (IV). Наиболее вероятным путем транс�
формации WAW1–WAW2 может быть 
последовательное осуществление процессов
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(VI) и (VIII). Причиной уменьшения с рос�
том температуры величины CSAW может слу�
жить смещение равновесия (II). При этом,
хотя сигнал ASW не регистрируется в спект�
рах (возможно, из�за его большой ширины),
растворенная в дисперсионной среде вода
может присутствовать в виде сольватных
структур, локализованных преимуществен�
но на межфазных границах частиц наноком�
позита, что объясняет малую подвижность
молекул этого типа воды.

При замене ацетонитрила на ДМСО (ха�
рактеризующегося более высокой темпера�
турой замерзания) в спектрах идентифици�
руются только широкие сигналы WAW1
и SAW (или SAW+ASW) (рис. 7). Зависи�
мость СSAW(T) и CWAW1(T) (за исключением
участка, отвечающего T > 260 K для образца
с соотношением концентраций органичес�
ких компонентов 5:1) изменяется симбатно,
что позволяет предположить наличие взаи�
мосвязи между CWAW1 и количеством неза�

мерзшего вещества (SAW, ASW, C6H5,
ДМСО), локализованного вблизи межфазной
границы нанокомпозита. Эта особенность
поведения межфазной воды позволяет рас�
считывать распределения по размерам клас�
теров незамерзающей воды не только для
SAW, но и для WAW1 (рис. 10, д). При этом
для кластеров слабоассоциированной воды
фиксируются достаточно большие радиусы
кластеров (вплоть до 16,6 нм). Вероятно, эти
значения характеризуют водно�органичес�
кие структуры, в состав которых входят
кластеры WAW1, находящиеся в незамерз�
шем состоянии. После их замерзания сигнал
слабоассоциированной воды (включенной
в твердую органическую матрицу) перестает
регистрироваться в спектрах, аналогично то�
му, как это происходит с сигналами метиль�
ных групп твердых ДМСО или ацетонитрила.

Можно ожидать, что полученные разли�
чия в строении слоев воды на межфазных
границах нанокомпозтов будут сказываться

Рис. 9. Температурная зависимость концентрации разных форм воды, связанной с нанокомпозитом
SiO2aДНК в среде смешанных растворителей: СDCl3+ДМСО (а, б) и CDCl3+Py (в, г), 
а также рассчитанные на их основе распределения по размерам кластеров SAW (д)
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и на их биологической активности при контак�
те с клетками или микроорганизмами [22]. С
этой целью было изучено влияние исследуемых
материалов на параметры газовыделения дрож�
жевыми клетками Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae — штамм пекар�
ских дрожжей, обладающих типичными ви�
довыми свойствами. Они представляют со�
бой однородные по морфологии, овальные
клетки, обладающие толстой клеточной
стенкой и типичной для эукариот структу�
рой [17]. Дрожжевые клетки обладают спо�
собностью к регулированию биохимических
процессов в зависимости от условий их куль�
тивирования. Регуляторные механизмы, оп�
ределяющие скорость роста дрожжей, при�
сутствуют на многих уровнях организации
дрожжевой клетки и функционируют в за�
висимости от состава питательной среды. 

Нами было исследовано влияние нано�
композита SiO2�ДНК и его составляющих на

жизнедеятельность суспензии дрожжевых
клеток Saccharomyces cerevisiae. Определя�
лись абсолютные величины и динамика
выделения углекислого газа в процессе бро�
жения. Измерение количества СО2, выде�
лившегося в результате процесса брожения,
проводилось при фиксированной температу�
ре (Т = 37 °С), исходной массе дрожжевых
клеток и количестве питательных веществ
(глюкозы). В качестве контроля использова�
ли суспензию клеток, не содержащих ДНК
или частиц нанодисперсного кремнезема.
Исследовалась биоактивность нанокомпози�
та SiO2�ДНК и его компонентов, взятых
в том же количестве, в каком они присут�
ствовали в композите, а также биологичес�
кая активность разных концентраций ДНК
и чистого кремнезема (табл.). На рис. 11
приведены кинетические кривые выделения
углекислого газа дрожжевыми клетками
в течение первых 10 ч процесса брожения.

Рис. 10. Температурная зависимость концентрации разных форм воды, связанной с нанокомпозитом
SiO2aДНК в среде смешанных растворителей: С6D6+CD3CN (а, б) и CDCl3+ДМСО (в, г), а также рассчиa

танные на их основе распределения по размерам кластеров SAW и WAW1 (д)
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Из полученных результатов (рис. 11,
табл.) следует, что при введении в дрожже�
вую суспензию чистой ДНК на протяжении
первых 2 ч брожения выделение СО2 проис�
ходит одинаково для всех исследуемых об�
разцов, независимо от концентрации ДНК.
В течение следующих двух часов хорошо
прослеживается угнетающее действие ДНК,
после чего в образце с минимальным количе�
ством ДНК (0,003 г) происходит некоторое
активирование процесса газовыделения, ко�

торое со временем увеличивается (рис. 11).
Для больших концентраций ДНК такой эф�
фект не наблюдается, имеет место стабильное
угнетение метаболизма клеток в суспензии,
которое слабо зависит от концентрации ДНК. 

На рис. 12, а приведены кинетические кри�
вые выделения углекислого газа суспензией
дрожжевых клеток в присутствии композита
SiO2�ДНК и его компонентов. Из рисунка вид�
но, что на начальной стадии брожения (до
2 ч) активный процесс газовыделения про�

Биоактивность нанокомпозита SiO2aДНК и его компонентов, 
а также разных концентраций ДНК и чистого кремнезема

№ п/п Исследованные 
соединения

Маса навески 
вещества, г

Интегральное выделение углекислого газа
10 ч 32 ч

1 контроль 3,28 3,15
2

ДНК 

0,003 3,36 3,21 
3 0,006 2,68 2,62 
4 0,012 2,86 2,77 
5 0,018 2,86 2,77 
6 0,038 2,67 2,60 
7 

SiO2

0,031 3,29 2,77 
8 0,047 3,70 3,12 
9 0,063 3,45 2,94 

10 0,094 3,86 3,2 
11 0,125 3,89 3,18 
12 0,189 4,49 2,81 
13 

0,06 г ДНК 
на поверхности SiO2

0,002 3,22 2,87 
14 0,005 2,92 2,64 
15 0,01 3,00 2,71 
16 0,05 3,10 2,77 
17 0,1 3,57 3,09 
18 0,15 3,78 3,22 
19 0,2 4,27 3,67 
20 0,25 3,98 3,44 

Рис. 11. Кинетические кривые выделения углекислого газа дрожжевыми клетками 
в течение 10 ч (а): 1 — контроль; в присутствии ДНК с разной концентрацией: 2 — 0,003 г; 

3 — 0,006 г; 4 — 0,012 г; 5 — 0,018 г; 6 — 0,038 г; интегральные количества выделившегося СО2 (б)
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исходит практически одинаково для образ�
цов, содержащих нанокомпозит SiO2�ДНК,
и взятый в том же количестве индивидуаль�
ный ВДК. В присутствии нативной ДНК
(взятой в том же количестве, в каком она со�
держалась в нанокомпозите) на начальной
стадии регистрируется незначительное
уменьшение (по сравнению с контролем) вы�
деления СО2, что может быть обусловлено
стадией приспособления клеток к новым
компонентам среды. После 2�часового куль�
тивирования суспензии дрожжевых клеток
с чистой ДНК фиксируется стабильное
уменьшение газовыделения. Это свидетель�
ствует о существенном ингибирующем влия�
нии ДНК на процессы клеточного метабо�
лизма. При введении в суспензию чистого
кремнезема или нанокомпозита SiO2�ДНК
наблюдается значительное повышение газо�
выделения, которое максимально в первые
10 ч процесса брожения. Следовательно, им�
мобилизация ДНК на поверхности кремнезе�
ма существенно уменьшает ее негативное вли�
яние на дрожжевые клетки. На рис. 12, б
представлена диаграмма интегрального газо�
выделения за первые 10 ч брожения. Из ри�
сунка видно, что наибольшая активность вы�
деления углекислого газа наблюдается
в присутствии кремнезема (0,189 г), тогда как
при введении в суспензию нанокомпозита
SiO2�ДНК (0,2 г) имеет место тенденция к не�
которому уменьшению выделения СО2.
Возможно, закрепленная на поверхности
кремнезема ДНК несколько препятствует его
взаимодействию с мембранными протеинами
дрожжевых клеток, что замедляет процессы
клеточного метаболизма.

Таким образом, можно констатировать,
что нанокомпозит SiO2�ДНК способствует
процессам жизнедеятельности суспензии
хлебопекарских дрожжей по сравнению
с контролем и нативной ДНК, что свиде�
тельствует о его высокой биологической ак�
тивности и совместимости с клеточными
структурами. Это дает основание к дальней�
шему его тестированию при контакте с более
сложными биологическими объектами. 

Адсорбционное модифицирование поверх�
ности нанокремнезема полинуклеотидами
влечет за собой структурную дифференциа�
цию адсорбированной на нем воды, которая
для сильногидратированного (СН2О = 50% мас)
композита выражается в появлении в спектрах
1Н ЯМР наряду с сигналом сильноассоци�
ированной воды (SAW) с химическим сдви�
гом δН = 4,5 м. д. сигналов слабоассоцииро�
ванных форм воды (WAW), регистрируемых
в области δН = 1–2 м. д. Для слабогидратиро�
ванных образцов (СН2О = 3–6% мас) нано�
композита в среде органических растворите�
лей концентрация WAW может достигать
трети от общего количества адсорбированной во�
ды. Обнаружена возможность существования
двух типов слабоассоциированной воды —
WAW1 и WAW2, различающихся по величи�
не химического сдвига (δН = 1,3 и 2,5 м. д.,
соответственно). Слабоассоциированные
формы воды присутствуют в виде двух типов
кластерных структур, различающихся средним
числом водородных связей, приходящихся
на каждую молекулу воды. В присутствии
электронодонорных растворителей в спектрах
может фиксироваться также сигнал воды, раст�
воренной в жидкой фазе (ASW), находящейся

Рис. 12. Кинетические кривые выделения углекислого газа дрожжевыми клетками 
в присутствии нанокомпозита SiO2aДНК и соответствующих концентраций его составных — SiO2

и ДНК за 25 ч (а) и интегральные количества выделившегося СО2 в течение 10 ч (б): 
1 — контроль, 2 — SiO2aДНК (0,05 г); 3 — SiO2aДНК (0,1 г); 4 — SiO2aДНК (0,2 г); 5 — SiO2 (0,047 г); 

6 — SiO2 (0,094 г); 7 — SiO2 (0,189 г); 8 — ДНК (0,018 г); 9 — ДНК (0,038 г); 10 — ДНК (0,075 г)
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в виде водородно�связанных комплексов
с электронодонорными центрами органи�
ческих молекул. Концентрация ASW увели�
чивается с ростом температуры, количест�
вом электронодонорной добавки и ростом ее
электронодонорных способностей. Между
разными формами межфазной воды воз�
можно протекание реакции молекулярного
обмена и взаимопревращения. Кроме за�
мерзания воды с образованием гексагональ�
ного льда (SAW↔Ice, ASW↔Ice и

WAW↔Ice), зарегистрирована возможность
реакций SAW↔ASW, ASW↔WAW2,
WAW1↔ASW↔WAW2. 

Работа выполнена при поддержке Украин�
ского научно�технологического центра (про�
ект № 3832) и международного гранта 
7�й Европейской рамочной программы (FP7�
IRSES «Compositum»), Marie Curie Action,
PEOPLE, International Research Staff
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ГІДРАТНІ ВЛАСТИВОСТІ КОМПОЗИТНОГО
МАТЕРІАЛУ НА ОСНОВІ 

ВИСОКОДИСПЕРСНОГО КРЕМНЕЗЕМУ
ТА ДНК
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Кремнеземи широко використовують у біо�
медицині не тільки як супутні речовини, що
надають лікарським формам необхідних фізи�
ко�хімічних властивостей, але і як самостій�
ний лікарський засіб з вираженим детоксику�
ючим ефектом, що добре зарекомендував себе
при лікуванні харчових отруєнь, бактерійних
заражень і ранових інфекцій.

Створено нанокомпозитну систему на осно�
ві високодисперсного кремнезему, модифіко�
ваного адсорбованою ДНК. Властивості компо�
зиту вивчено методами ЯМР�спектроскопії,
термогравіметрії, ІЧ�спектроскопії. Проведе�
но біометричні дослідження впливу композиту
SiO2�ДНК на суспензію клітин Saccharomyces
cerevisiae. Показано, що нанокомпозит виявляє
значну біоактивність, оскільки може істотно
прискорювати процеси життєдіяльності хлібо�
пекарських дріжджів. Детально вивчено
гідратацію композиту SiO2�ДНК та вплив на
неї середовища органічних розчинників. Ви�
явлено кілька форм міжфазної води, у тому
числі й слабоасоційованої, яка практично не
утворює водневих зв’язків із сусідніми моле�
кулами. Показано, що за варіювання темпера�
тури чи введення в систему органічних речо�
вин відбуваються взаємоперетворення між
різними формами міжфазної води. Висловлено
припущення, що саме слабоасоційована форма
води може бути відповідальна за біосумісність
із клітинами.

Ключові слова: нанокомпозит кремнезем�
ДНК, гідратація, сильно� та слабоасоційована
вода, суспензія клітин хлібопекарських дріж�
джів Saccharomyces cerevisiae.

HYDRATED PROPERTIES 
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Silica is widely used in biomedicine not only
as concomitant matter giving dosage forms the
required physical and chemical properties but
also as independent medication with the
expressed detoxicated effect proved itself to be
active at treatment of the food poisonings, bacte�
rial and wound infections.

A nanocomposite system was prepared with
finely dispersed silica modified by adsorbed
DNA. Nanocomposite properties were studied
using NMR spectroscopy, thermogravimetry,
and infrared spectroscopy. A biometric study of
SiO2�DNA composite influence was carried out
for suspended Saccharomyces cerevisiae yeast
cells. It was shown that the composite possesses a
significant bioactivity since it can substantially
accelerate the processes of vital functions of ba�
kery yeasts. Hydration of SiO2�DNA composite
and influence of organic solvent media were
studied in detail. It was found out some forms of
interfacial water including weakly associated
water that practically does not form the hydro�
gen bonds with neighboring molecules. It was
shown that interconversion of different forms of
interfacial water occurs at varying temperature
or addition of organic compounds. It was
assumed that weakly associated water could
affect the biocompatibility of nanoparticles with
respect to cells. 

Key words: Silica�DNA nanocomposite, hydrata�
tion, strongly and weakly associated water, 
suspension of Saccharomyces cerevisiae cells.
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У природному середовищі хром є пере�
важно у двох валентних станах: шестивале�
нтному (хромати та біхромати) і тривалент�
ному (сполуки Cr3+). Хромати широко
використовують у промисловості, у процесах
виробництва сталі, сплавів чавуну, обробки
деревини та дублення шкіри. У літературі
є багато даних про токсичну, мутагенну
й канцерогенну дію Cr(VI) [1]. Цитоток�
сичність Cr(VI) вивчено недостатньо, проте
велика кількість досліджень показує, що
Cr(VI) індукує оксидативний стрес, ушкод�
ження ДНК, апоптоз клітин і модифіковану
експресію генів [1, 2]. Через високу ток�
сичність і канцерогенність хромати дуже не�
безпечні для навколишнього середовища
і здоров’я людини [3], тому актуальною
проблемою є розроблення ефективних ме�
тодів детоксикації сполук хрому(VI). На від�
міну від сполук хрому з вищою валентністю,
похідні Cr(III) не є такими токсичними [4],
а в малих кількостях вони потрібні вищим
організмам. Cr(III) має важливе значення

для активності інсуліну, що в свою чергу
позначається на метаболізмі протеїнів, жи�
рів і вуглеводів. Він активує ензими вугле�
водневого обміну, знижує рівень ліпідів у
плазмі крові, стимулює процес включення
амінокислот у молекули протеїнів [2, 5].

Відновлення Cr(VI) до Cr(III) може відбу�
ватися за участю мікроорганізмів [6, 7].
Важливими редуктантами хрому (VI)
є дріжджі Saсcharomyces cerevisiae [7].

Відомо, що аніони хромату транспорту�
ються у мікробні клітини сульфатспецифіч�
ними пермеазами і можуть відновлюватись
до сполук Cr(III) клітинними редукуючими
системами, через ензиматичні й неензима�
тичні шляхи. Найпотужнішими неензима�
тичними відновниками хроматів є аскорбі�
нова кислота, глутатіон і цистеїн [7, 8].
Нещодавно показано, що дріжджі відігра�
ють важливу роль у детоксикації хромату
позаклітинною редукцією: Cr(VI) → Cr(V) →
Cr(III) з утворенням двох типів стабільних
Cr(III)�біохелатованих комплексів [9, 10].

УДК 577.118:636.4
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У природному середовищі хром є переважно у двох валентних станах: шестивалентному (хрома�
ти та біхромати) і тривалентному (сполуки Cr3+). Хромати широко використовують у промисловості,
у процесах виробництва сталі, сплавів чавуну, обробки деревини та дублення шкіри. Є багато даних
про токсичну, мутагенну й канцерогенну дію Cr(VI).

З’ясовано дію біокомплексів Cr(ІІІ) з культуральної рідини дріжджів Saccharomyces cerevisiae на
обмін протеїнів та вуглеводів, а також систему антиоксидантного захисту в крові поросят у період
відлучення від свиноматок. Встановлено, що введення до раціону поросят культуральної рідини, яка
містить біокомплекси хрому, спричинює зменшення вмісту сечовини та глюкози у плазмі крові,
збільшення концентрації загального протеїну, активності ензимів лактатдегідрогенази, каталази
і глутатіонпероксидази та вмісту відновленого глутатіону в еритроцитах крові. Не було виявлено
суттєвих відмінностей між показниками тварин, що споживали культуральну рідину дріжджів, яка
містила Cr(ІІІ) у формі природно�синтезованих біокомплексів, і таку, до складу якої входив хелато�
ваний Cr(ІІІ).
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Важливою практичною проблемою є збе�
реження позитивної динаміки росту поросят
після відлучення їх від свиноматок [11, 12].
У період відлучення поросята зазнають
стресу, який зумовлений власне відлучен�
ням, перегрупуванням у зв’язку зі зміною
типу живлення, послабленням імунітету,
що має наслідком відставання їх у рості та
розвиткові [13].

Одним із чинників, що справляє пози�
тивний вплив на фізіологічний стан поросят
під час відлучення, є повноцінне живлення,
збалансоване за складом вітамінів та мікро�
елементів, серед яких важливого значення
в останні роки набуває хром. Додавання
хрому може здійснюватись у формі погано
засвоюваних неорганічних солей або синте�
тичних комплексів, зокрема трипіколінату
хрому, запропонованого для згодовування
ягнятам, телятам та свиням [14–16]. Голов�
ною фізіологічною функцією хрому є його
опосередкований вплив на дію інсуліну [17,
18]. Хром — компонент фактора толерант�
ності глюкози, який позитивно впливає на її
засвоєння клітинами, покращуючи зв’язу�
вання інсуліну з відповідним рецептором
[17]. Тому хром виявляє низку метаболіч�
них ефектів, більшість з яких стосується
змін у толерантності глюкози і опосередко�
вується участю елемента в механізмах дії
інсуліну. Дефіцит хрому в організмі людей
та тварин може призвести до порушень дії
інсуліну [18].

З метою поліпшення засвоєння глюкози
крові в стресовий період можна використо�
вувати добавки хрому до раціону тварин.
Під час стресу в плазмі крові збільшується
вміст кортизолу, порушується метаболізм
глюкози, посилюється виділення хрому із
сечею [19]. Згодовування дослідним телятам
комбікорму з додавання хромовмісних
дріжджів [20, 21] або комплексних сполук
хрому [20] супроводжувалося зменшенням
вмісту кортизолу в сироватці крові. Незва�
жаючи на позитивний ефект у разі введення
хрому в раціон телят, у поросят не отримано
однозначних результатів.

Метою наших досліджень було з’ясувати
дію Cr(ІІІ) у формі природно�синтезованих
біокомплексів, що містяться в культу�
ральній рідині дріжджів S. cerevisiae, інку�
бованих попередньо з хроматом та хромом
Cr(III), на деякі метаболічні характеристики
клітин крові поросят під час годівлі їх зазна�
ченими джерелами хрому(ІІІ).

Матеріали і методи

Методи отримання природно?синтезо?
ваних біокомплексів, що містяться в куль?
туральній рідині дріжджів

Для одержання культуральної рідини
дріжджів, збагаченої сполуками Cr(ІІІ),
використовували промисловий штам дріж�
джів Saсcharomyces cerevisiae «Ензим».
Дріжджі вирощували на роторному шейкері
при 250 об/хв, температурі 29 °С, у колбах
Ерленмеєра (0,5 л), в 100 мл середовища
Беркгольдера з таким мінеральним складом
(г/л): КН2РО4 — 1; (NH4)2SO4 — 3,5;
MgSO4·7H2O — 0,5; CaCl2 — 0,1; залізо у виг�
ляді солі Мора в концентрації 0,2 мг/л та
0,1% дріжджового екстракту «Діфко».

Дріжджові клітини в логарифмічній
фазі росту (перша доба) збирали центрифу�
гуванням при 3 000 об/хв, стерильно пере�
носили в свіже середовище, до якого додава�
ли у відповідних кількостях сполуки хрому.

1. Отримання природно?синтезованих
біокомплексів Cr(ІІІ) відновленням хрома?
ту. Інкубацію клітин дріжджів (1 мг/мл)
з 1 мМ хроматом калію проводили до повно�
го зникнення хромату. Вміст залишкового
хромату в культуральній рідині під час інку�
бації визначали колориметрично дифеніл�
карбазидним методом [10]. Після інкубації
культуральну рідину відділяли від клітин
центрифугуванням та заморожували. У про�
цесі заморожування природно�синтезовані
біокомплекси Cr(ІІІ) сконцентровувались
у верхній частині «кріоконцентрату», який
під час розморожування відбирали й заморо�
жували повторно [10]. Після кожного циклу
заморожування�розморожування відбува�
лось концентрування біокомплексів Cr(ІІІ).
Вміст Cr(ІІІ) у концентратах виявляли після
мінералізації їх аліквоти з використанням
пергідролю в кислому середовищі. Концент�
рацію Cr(ІІІ) в мінералізованих зразках ви�
значали із застосуванням хромазуролу S [22].

Для отримання препаратів, які згодову�
вали тваринам, концентрати, що містили
біокомплекси Cr(ІІІ): 9−10 мМ, у перерахун�
ку на Cr(ІІІ), ліофілізували.

2. Одержання біохелатів неорганічного
Cr(ІІІ). Інкубацію клітин дріжджів (1 мг/мл)
проводили з 1 мМ хлориду хрому. Рівень хе�
латування визначали за доступністю Cr(ІІІ)
в реакції з хромазуролом S [22]. За рівня біо�
хелатування 90−95% культуральну рідину
відбирали й заморожували. Біохелати неорга�
нічного Cr(ІІІ) збирали «кріоконцентруван�
ням», як описано вище, та ліофілізували для
виготовлення препаратів, які безпосередньо
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вводили тваринам. Аліквоти «кріоконцент�
ратів» біохелатів Cr(ІІІ) мінералізовували,
визначали в них вміст Cr(ІІІ) в реакції з хро�
мазуролом S, який становив 5–6 мМ. 

Характеристика дослідних груп тварин
Дослідження проводили на свинофермі

учбового господарства Львівського націо�
нального аграрного університету на порося�
тах великої білої породи масою 8,0−10,0 кг
під час відлучення їх від свиноматок у 30�
денному віці.

Було відібрано 3 групи поросят: конт�
рольна і 2 дослідні. Контрольна група поро�
сят отримувала комбікорм, збалансований
за всіма необхідними мікроелементами та
вітамінами [23]. Дослідним групам згодову�
вали комбікорм з препаратами сконцентро�
ваної ліофілізованої культуральної рідини
дріжджів. 1�й дослідній групі призначали
препарат, який містив Cr(ІІІ) у формі при�
родно�синтезованих біокомплексів, у дозі
250 мкг/кг корму, в перерахунку на Cr(ІІІ).
Характеристику біокомплексів було наведе�
но нами раніше [24]. 2�га дослідна група спо�
живала препарат сконцентрованої ліофілі�
зованої культуральної рідини дріжджів, яка
містила хелатований Cr(ІІІ). Тваринам зго�
довували біохелати Cr(ІІІ) в дозі 250 мкг/кг
корму, в перерахунку на Cr(ІІІ). Тривалість
уведення препаратів становила 40 діб: з 20�
до 60�добового віку.

Визначення деяких метаболічних харак?
теристик клітин крові поросят

Матеріалом для дослідження слугували
проби крові поросят, відібрані за 5 діб до їх
відлучення, та на 3�тю, 10�, 20� та 30�ту добу
після відлучення. Визначали вміст хрому
в плазмі крові методом атомно�абсорбційної
спектрометрії, активність ензимів протеїно�
вого і вуглеводного обміну, антиоксидантної
системи в крові поросят. Вміст протеїну,
сечовини та глюкози, відновленого глутатіо�
ну, активність гексокінази, лактатдегідро�
генази, глюкозо�6�фосфатдегідрогенази,
супероксиддисмутази, каталази, глутатіон�

пероксидази визначали загальновизнаними
методами [25]. Активність амінотрансфераз —
на біохімічному аналізаторі «Біотронік�
H2000».

Результати та обговорення

Згодовування дослідним групам поросят
комбікорму з препаратом дріжджів, що
містив Cr(ІІІ) у формі природно�синтезова�
них біокомплексів, зумовлює підвищення
вмісту хрому в крові тварин через додаткове
надходження його з кормом. У поросят до
відлучення в контрольній та дослідних гру�
пах концентрація мікроелемента в плазмі
крові істотно не відрізнялась (табл. 1).

На 3�тю добу після відлучення поросят
другої дослідної групи спостерігається дос�
товірно більша (на 19%) концентрація хро�
му у тварин контрольної групи. У поросят 
1�ї та 2�ї дослідних груп на 10�ту, 20� і 30�ту
добу після відлучення від свиноматок кон�
центрація хрому в плазмі крові достовірно
більша порівняно з тваринами контрольної
групи на 13–26%. Порівняння результатів
досліджень 1�ї та 2�ї дослідних груп не вия�
вило суттєвих міжгрупових різниць.

Як відомо, хром(ІІІ) посередньо лімітує
синтез протеїнів [5]. У результаті проведе�
них нами досліджень з’ясовано, що загаль�
ний вміст протеїну в плазмі крові поросят
контрольної групи у період з 20� до 60�добо�
вого віку істотно не змінюється.

За 5 діб до відлучення поросят від свино�
маток не було встановлено достовірної
різниці вмісту загального протеїну плазми
крові у поросят контрольної та обох
дослідних груп (табл. 2).

Проте після відлучення поросят від сви�
номаток концентрація загального протеїну
плазми крові достовірно відрізняється у тва�
рин дослідних та контрольної груп. Так,
концентрація загального протеїну в плазмі
крові поросят на 3�тю і 10�ту добу після
відлучення 1�ї та 2�ї дослідних груп порівня�
но з поросятами контрольної групи була дос�
товірно вищою на 12–20%. На 20�ту і 30�ту 

Таблиця 1. Вміст хрому в плазмі крові поросят, мкг/л (M±m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 0,32±0,02 0,21±0,01 0,24±0,01 0,38±0,01 0,37±0,02 

1�ша дослідна 0,33±0,03 0,24±0,01 0,28±0,01** 0,44±0,01** 0,42±0,01**

2�га дослідна 0,32±0,02 0,25±0,01** 0,29±0,01** 0,48±0,02*** 0,42±0,01**

Примітка. У цій та інших таблицях статистична достовірність різниць між показниками у тварин дослідної
групи порівняно з контрольною: * — P < 0,05; ** — P < 0,01; *** — P < 0,001.



Експериментальні статті

53

добу в другій дослідній групі спостерігалась
достовірно більша концентрація загального про�
теїну плазми крові, відповідно на 11% та 5%,
порівняно з поросятами контрольної групи.

У тварин 2�ї дослідної групи концент�
рація загального протеїну плазми крові на
всіх етапах післястресових досліджень була
дещо більша, ніж у першій дослідній групі,
що можна пояснити впливом біокомплексів
Cr(ІІІ), утвореними як у процесі відновлення
хромату, так і під час хелатування екзоген�
ного неорганічного хрому(ІІІ) [26].

Інсулін завдяки поліпшенню зв’язуваль�
ної здатності з рецепторами клітин за допо�
могою хром(ІІІ)�вмісного пептиду хромо�
дуліну [27] більш повною мірою виявляє
свою біологічну дію — посилення синтезу
протеїну в клітинах.

У процесі дослідження активності аміно�
трансфераз плазми крові досліджуваних по�
росят не було встановлено достовірних
різниць між тваринами контрольної та обох
дослідних груп упродовж усього періоду
досліджень (табл. 3). Визначення активності
амінотрансфераз плазми крові в сучасній
медицині є важливим клінічним тестом,
який свідчить про функціональний стан
печінки, зокрема про руйнацію під впливом
токсичних речовин чи патогенних чинників
гепатоцитів, які, руйнуючись, викидають в
кров різні ензими, серед яких є й амінотранс�
ферази. З отриманих нами результатів мож�
на зробити висновок, що згодовувані порося�
там препарати культуральної рідини

дріжджів, що містять хром, не спричиняють
токсичного ефекту на організм дослідних
тварин.

Як відомо, недостатнє надходження
енергоємних субстратів у організм поросят,
спричинене їхнім стресовим станом, призво�
дить до накопичення в організмі продуктів
проміжного обміну — сечовини, сечової кис�
лоти, аміаку, кетонових тіл [26].

Досліджуючи концентрацію сечовини
в плазмі крові поросят дослідних та конт�
рольної груп, яка характеризує інтенсив�
ність катаболізму амінокислот у печінці
(табл. 4), не виявили достовірних різниць за
5 діб до відлучення та на 3�тю добу після
відлучення поросят від свиноматок. Слід за�
уважити, що вміст досліджуваного мета�
боліту в плазмі крові після відлучення збіль�
шується порівняно з періодом досліджень до
відлучення, що свідчить про процеси поси�
леного катаболізму амінокислот, спричине�
ного стресовими чинниками.

Концентрація сечовини в плазмі крові
поросят після їх відлучення від свиноматок
у 1�й та 2�й дослідних групах достовірно
менша порівняно з поросятами контрольної
групи на 10�ту добу відповідно на 8% та 6%,
на 20�ту добу — на 18% та 14%.

Отже, з цього можна зробити висновок,
що додавання препаратів культуральної
рідини дріжджів, які містять хром, сприяє
нормалізації обміну амінокислот в ор�
ганізмі, порушеного під впливом стресового
стану.

Таблиця 2. Вміст загального протеїну в плазмі крові, г/л (M ± m, n = 3)

Група тварин За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 53,7±2,04 51,8±0,73 53,6±0,64 56,2±1,47 56,6±0,72 

1�ша дослідна 57,4±1,63 60,4±1,03** 60,3±1,05** 60,3±1,97 57,0±2,18 

2�га дослідна 57,0±0,73 62,7±0,33*** 63,5±0,86*** 62,9±2,40* 59,6±1,03*

Таблиця 3. Активність амінотрансфераз у плазмі крові, мкмоль/л на год (M ± m, n = 3)

Група тварин За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Аланінамінотрансфераза 

Контрольна 0,785±0,062 0,647±0,032 0,764±0,024 0,633±0,030 0,630±0,033 

1�ша дослідна 0,685±0,036 0,693±0,006 0,810±0,062 0,669±0,060 0,712±0,031 

2�га дослідна 0,667±0,014 0,664±0,024 0,815±0,011 0,570±0,017 0,664±0,013 

Аспартатамінотрансфераза 

Контрольна 0,505±0,006 0,470±0,023 0,636±0,034 0,447±0,007 0,442±0,011 

1�ша дослідна 0,506±0,033 0,512±0,033 0,630±0,018 0,472±0,012 0,420±0,021 

2�га дослідна 0,420±0,007 0,490±0,031 0,647±0,028 0,421±0,007 0,427±0,009 
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Вважають, що енергетичні потреби поро�
сят раннього віку на 80% забезпечуються за
рахунок вуглеводів. Відомо, що в період піс�
лястресової адаптації основним джерелом
енергії для поросят є глюкоза та амінокисло�
ти з розгалуженим ланцюгом. Поряд із цим
відомо, що за додаткового введення в орга�
нізм тварин препаратів хрому посилюються
процеси вуглеводного обміну [5]. 

Дослідження концентрації глюкози
плазми крові поросят обох дослідних та
контрольної груп до відлучення від свинома�
ток не встановило міжгрупових достовірних
різниць (табл. 5).

Проте вже на 3�тю добу після відлучення
поросят контрольної групи від свиноматок
концентрація глюкози плазми крові збіль�
шується порівняно з її вмістом перед відлу�
ченням. Це зумовлено стресовим станом тва�
рин, під час якого в організмі посилюється
розклад глікогену. 

Поряд із цим концентрація глюкози
в плазмі крові поросят 1�ї та 2�ї дослідних
груп достовірно менша, ніж у контрольній
групі тварин, на 3�тю, 10� і 20�ту добу після
відлучення на 10–15%, що свідчить про
стресостійкість тварин після відлучення
внаслідок дії сполук хрому. 

Механізм зменшення концентрації глюкози
в плазмі крові поросят обох дослідних
груп під впливом хрому зводиться до більш
інтенсивного її використання шляхом гліколізу

та синтезу глікогену. Хромомодулін, до
складу якого входить хром, активує інсулі�
нові мембранні рецептори, унаслідок чого
інсулін краще зв’язується з рецепторами на
клітинних мембранах і довше здатен вияв�
ляти свій біологічний ефект [5].

Концентрація вільної глюкози в клітині
порівняно невелика, проте більша частина
глюкози в клітинах організму міститься
у фосфорильованій формі. Цей процес ката�
лізується гексокіназою — ензимом, що за�
пускає гліколіз. Активність гексокінази
в лізатах еритроцитів крові поросят 2�ї до�
слідної групи на 3�тю добу після відлучення
достовірно більша на 20% за активність ен�
зиму в тварин контрольної групи (табл. 6).

На 10�ту, 20� та 30�ту добу після відлу�
чення поросят обох дослідних груп спос�
терігали тенденцію до збільшення актив�
ності гексокінази в гемолізатах порівняно
з активністю ензиму в тварин контрольної
групи.

Досліджуючи активність лактатдегідро�
генази в лізатах еритроцитів крові тварин до
відлучення контрольної та обох дослідних
груп, встановили приблизно однаковий її
рівень. Однак, вже на 3�тю добу після відлу�
чення поросят від свиноматок відбувається 
збільшення активності досліджуваного ен�
зиму в крові тварин 2�ї дослідної групи на
23% порівняно з активністю ензиму в тва�
рин контрольної групи (табл. 7).

Таблиця 4. Вміст сечовини у плазмі крові, ммоль/л (M ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 4,23±0,05 6,11±0,05 6,35±0,03 6,43±0,03 5,93±0,05 

1�ша дослідна 4,31±0,07 6,13±0,04 5,87±0,04*** 5,27±0,06*** 5,74±0,06 

2�га дослідна 4,36±0,04 6,04±0,03 5,97±0,04** 5,53±0,10*** 5,66±0,09

Таблиця 5. Вміст глюкози у плазмі крові, ммоль/л (M ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 4,88±0,46 7,48±0,24 6,48±0,42 6,09±0,10 5,65±0,07 

1�ша дослідна 5,73±0,12 6,32±0,16** 5,48±0,10** 5,34±0,17*** 5,43±0,04

2�га дослідна 4,94±0,14 6,42±0,07*** 5,47±0,05** 5,46±0,20** 5,43±0,05 

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 1,85±0,06 1,57±0,21 1,33±0,10 1,38±0,09 1,38±0,09 

1�ша дослідна 1,84±0,08 1,84±0,07 1,51±0,20 1,56±0,09 1,40±0,19 

2�га дослідна 1,54±0,02 1,88±0,12* 1,66±0,18 1,55±0,01 1,55±0,21 

Таблиця 6. Активність гексокінази в лізатах еритроцитів крові, нмоль/(хв • мг протеїну) (M ± m, n = 3)
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На 10� і 20�ту добу після відлучення по�
росят від свиноматок у першій та другій
дослідних групах активність лактатдегідро�
генази достовірно перевищує на 25–40%
відповідні показники в гемолізатах тварин
контрольної групи.

Порівняння рівня активності лактатде�
гідрогенази між 1�ю та 2�ю дослідними гру�
пами показує, що активність досліджувано�
го ензиму дещо більша у тварин 2�ї дослідної
групи порівняно з поросятами 1�ї дослідної
групи. Особливо яскраво ці зміни виражені
на 3�тю та 10�ту добу після відлучення, що
можна пояснити дією природно�синтезова�
них біокомплексів Cr(ІІІ).

Збільшення активності гексокінази та
лактатдегідрогенази в лізатах еритроцитів
під впливом препарату культуральної ріди�
ни дріжджів, що містить біокомплекси хро�
му, свідчить про посилений гліколіз у зв’яз�
ку з енергетичними потребами. Механізм
посилення активності досліджуваних ен�
зимів вуглеводневого обміну під впливом
хрому пояснюється активуванням цієї лан�
ки обміну речовин інсуліном.

Важливу роль в живому організмі віді�
грає пентозофосфатний шлях розщеплення
глюкози, де утворюються NADPH та пенто�
зи. Дослідження активності глюкозо�6�фос�
фатдегідрогенази в лізатах еритроцитів 

крові поросят не виявило міжгрупових 
достовірних розбіжностей у тварин обох дос�
лідних та контрольної груп на всіх етапах
досліджень (табл. 8).

У період відлучення поросят від свинома�
ток спостерігається досить високий рівень ак�
тивності антиоксидантних ензимів у крові.
Очевидно, це пов’язано з активацією обмін�
них процесів, зміною парціального тиску
кисню в тканинах поросят і необхідністю за�
побігання посиленню процесів пероксидного
окиснення ліпідів за цих умов.

Ключовим ензимом у ланці ензиматич�
ного антиоксидантного захисту є суперок�
сиддисмутаза, яка каталізує дисмутацію
супероксиду в кисень і пероксид водню. Ак�
тивність ензиму в лізатах еритроцитів крові
поросят достовірно не відрізнялась у тварин
контрольної та обох дослідних груп упро�
довж усього періоду досліджень (табл. 9).
Це, у свою чергу, можна пояснити відсут�
ністю в дослідних групах тварин надлишко�
вого утворення токсичних радикалів О2

•–.
Пероксид водню як побічний продукт

окисних реакцій знешкоджується катала�
зою. Рівень активності ензиму в лізатах
еритроцитів крові поросят контрольної та 
обох дослідних груп за 5 діб до відлучення
від свиноматок однаковий, без достовірних
змін (табл. 10). 

Таблиця 7. Активність лактатдегідрогенази в лізатах еритроцитів крові, 
нмоль/(хв • мг протеїну) (M ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 12,7±1,59 10,6±0,46 8,1±0,03 4,7±0,23 8,6±0,83 

1�ша дослідна 11,7±0,40 11,6±0,49 10,2±0,02*** 6,5±0,29** 10,5±0,29 

2�га дослідна 14,2±0,71 13,2±0,65* 11,6±0,78** 5,9±0,62 10,3±0,52 

Таблиця 8. Активність глюкозоa6aфосфатдегідрогенази в лізатах еритроцитів крові, 
нмоль/(хв • мг протеїну) (M ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 6,56±0,099 5,39±0,169 5,37±0,155 4,77±0,226 4,77±0,226 

1�ша дослідна 5,92±0,281 5,16±0,572 5,37±0,330 4,43±0,236 4,43±0,236 

2�га дослідна 6,26±0,224 6,23±0,282 5,48±0,093 4,32±0,147 4,32±0,147 

Таблиця 9. Активність супероксиддисмутази в лізаті еритроцитів крові, 
ум. од./мг протеїну (M ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 15,5±0,36 8,6±0,34 10,3±0,87 16,9±0,55 14,9±0,08 

1�ша дослідна 17,5±0,89 7,9±0,59 12,2±1,75 13,5±2,64 14,9±0,15 

2�га дослідна 15,5±0,33 8,9±0,57 13,5±1,46 13,2±1,20 14,8±0,12 
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Після відлучення поросят від свиноматок
активність каталази достовірно більша на
15–24% в крові тварин 1�ї та 2�ї дослідних
груп на 3�тю та 10�ту добу порівняно з актив�
ністю в крові тварин контрольної групи.

Важливою ланкою в ензиматичній сис�
темі антиоксидантного захисту є глутатіон�
пероксидаза, яка каталізує реакції усунен�
ня токсичних гідропероксидів за допомогою
їх редукції глутатіоном. Встановлено, що на
3�тю і 10�ту добу після відлучення поросят
активність ензиму в гемолізатах тварин 1�ї
та 2�ї дослідних груп достовірно зростає на
14 — 20% відносно аналогічної активності
у тварин контрольної групи (табл. 11).

Збільшення активності ензимів антиок�
сидантного захисту в еритроцитах крові по�
росят дослідних груп свідчить про поліпшен�
ня функціонального стану ензиматичної
ланки антиоксидантного захисту за умов зго�
довування біологічно активних форм хрому.

Основним компонентом глутатіонової
системи антиоксидантного захисту є віднов�
лений глутатіон. Встановлено, що після
відлучення поросят від свиноматок концент�
рація відновленого глутатіону в лізатах
еритроцитів нижча, ніж до відлучення
(табл. 12). Проте у поросят 1�ї та 2�ї дослідних
груп на 3�тю, 10� і 20�ту добу після відлучен�
ня концентрація відновленого глутатіону 
в гемолізатах є достовірно більшою порівняно

з його концентрацією у поросят контрольної
групи. Поряд із цим, зіставляючи міжгрупові
різниці показників 1�ї та 2�ї дослідних груп,
виявили, що вміст відновленого глутатіону в
тварин 1�ї дослідної групи дещо більший, ніж
у поросят 2�ї дослідної групи.

Збільшення концентрації відновленого
глутатіону, беззаперечно, є позитивним ефек�
том, що може забезпечити потреби ензиматич�
ної ланки антиоксидантного захисту у вмісті
активного антиоксиданту, для знешкодження
токсичних інтермедіатів оксидативних про�
цесів, особливо під час стресових станів.

Таким чином, одержані результати дослі�
джень дають підстави вважати можливим ви�
користання продуктів життєдіяльності дріж�
джів, що багаті на біокомплекси з хромом, як
джерела цього мікроелемента в раціоні сви�
ней. Встановлено, що введення культуральної
рідини, яка містить біокомплекси хрому до
раціону поросят, сприяє активації процесів
синтезу протеїну, гліколізу та системи антиок�
сидантного захисту в крові. Водночас не було
виявлено різниці в показниках між тварина�
ми обох дослідних груп, що свідчить про мож�
ливість використання препаратів культураль�
ної рідини дріжджів Saccharomyces cerevisiae,
інкубованих попередньо з хроматом Cr(VI) та
хромом Cr(III), як компонента кормів у годівлі
молодняку сільськогосподарських тварин.

Таблиця 10. Активність каталази в лізатах еритроцитів крові, 
ммоль/(хв • мг протеїну) (М ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 3,55±0,33 3,65±0,23 2,99±0,02 2,82±0,04 2,82±0,03 

1�ша дослідна 3,62±0,40 4,53±0,07** 3,52±0,20* 2,81±0,07 2,80±0,02 

2�га дослідна 3,57±0,08 4,22±0,04** 3,52±0,02*** 2,87±0,19 2,81±0,13 

Таблиця 12. Вміст відновленого глутатіону в лізатах еритроцитів крові, 
ммоль/л (М ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 0,88±0,02 0,36±0,006 0,44±0,02 0,35±0,01 0,49±0,02 

1�ша дослідна 0,89±0,03 0,56±0,08** 0,52±0,01** 0,47±0,01*** 0,53±0,01 

2�га дослідна 0,87±0,02 0,42±0,01** 0,54±0,02** 0,44±0,02** 0,52±0,01 

Таблиця 11. Активність глутатіонпероксидази в лізатах еритроцитів крові, 
мкмоль/(хв • мг протеїну) (М ± m, n = 3)

Група За 5 діб до
відлучення

Доба після відлучення

3�тя 10�та 20�та 30�та 

Контрольна 51,1±3,91 45,0±1,76 46,8±2,36 33,7±1,60 33,9±1,32 

1�ша дослідна 52,5±1,77 52,6±1,48** 54,5±2,02* 33,0±1,33 33,1±1,15 

2�га дослідна 46,6±2,06 54,0±0,89** 53,8±2,15* 32,0±1,02 32,6±0,84 
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МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
КРОВИ ПОРОСЯТ ПРИ СКАРМЛИВАНИИ

ИМ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ
ДРОЖЖЕЙ Saccharomyces cerevisiae, 

СОДЕРЖАЩЕЙ БИОКОМПЛЕКСЫ ХРОМА

Р. Я. Искра1

М. В. Гончар2, 3

Г. И. Нечай1, 2

И. Я. Максимович1

1Институт биологии животных 
НAАН Украины, Львов

2Институт биологии клетки НАН Украины,
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Жешувский университет, Кольбушова, Польша

Е?mail: inenbiol@mail.lviv.ua

В естественной среде хром находится пре�
имущественно в двух валентных состояниях:
шести� (хроматы и бихроматы) и трехвалент�
ном (соединения Cr3+). Хроматы широко ис�
пользуют в промышленности, в процессах про�
изводства стали, сплавов чугуна, обработки
древесины и дубления кожи. В литературе есть
много данных о токсичном, мутагенном и кан�
церогенном действии Cr(VI).

Выяснено действие Cr(ІІІ) из культураль�
ной жидкости дрожжей Saccharomyces cere?
visiae на обмен протеинов и углеводов, а также
систему антиоксидантной защиты в крови
поросят в период отлучения от свиноматок.
Установлено, что введение в рацион поросят
культуральной жидкости, которая содержит
биокомплексы хрома, способствует уменьше�
нию содержания мочевины и глюкозы в плаз�
ме крови, увеличению концентрации общего
протеина, активности лактатдегидрогеназы,
каталазы и глутатионпероксидазы и содержа�
ния восстановленного глутатиона в эритроци�
тах крови. Не было выявлено существенных
различий между показателями у животных,
которым скармливали культуральную жид�
кость дрожжей, содержащую Cr(ІІІ) в форме
естественно�синтезированных биокомплексов,
и жидкость, в состав которой входил хелатиро�
ванный Cr(ІІІ).

Ключевые слова: поросята, дрожжи, био�
комплексы хрома, протеин, лактатдегидроге�
наза, энзимы антиоксидантной защиты.

METABOLIC INDICES OF PIGLETS BLOOD 
AT FEEDING OF CULTURAL LIQUID 

OF THE YEAST Saccharomyces cerevisiae
CONTAINING CHROMIUM 

BIOCOMPLEXES 
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In natural environment chrome is mainly in
two valency states: six� (chomates and bichro�
mates) and trivalent (Cr3+ compounds). Chromates
are widely used in industry, in the process of
steel production, cast�iron alloys, treatment of
wood and leather tanning. There is a lot of infor�
mation about toxic, mutagenic and carcinogenic
action of Cr(VI).

The effect of chromium in cultural liquid of
the yeast Sacharomices cerevisiae on protein and
carbohydrate metabolisms as well as a system of
antioxidant protection in piglets’ blood after
weaning was investigated. It was found that cul�
ture liquid addition to the piglets diet containing
biocomplexes of chromium led to reduction of
urea and glucose in blood plasma, increase of
total protein, activity of enzymes lactate dehy�
drogenase, catalase and glutathione peroxidase
and reduced glutathione content in erythrocytes
of blood.

No significant differences between animal
parameters that were fed culture — liquid of the
yeast containing Cr(III) in the form of synthe�
sized biocomplexes and one containing chromi�
um as chelant were found.

Key words: piglets, yeast, chromium, protein,
lactate dehydrogenase, antioxidant protection
enzymes. 
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В последнее время прослеживается четкий
переход от эмпирического подхода к выбору
среды культивирования с использованием уже
готовых наборов различных биотехнологичес�
ких фирм, в частности Athena Enzyme Systems,
Балтимор (США), до систем расчета, позволяю�
щих четко определить количество и оптималь�
ное соотношение отдельных компонентов пи�
тательной среды. В качестве примера можно
привести метод Плакетт�Бермана (Plackett�
Burman design), разработанный еще в 1946 г.
[1] и нашедший успешное применение в наши
дни [2]. Широкое распространение получил
также так называемый метод поверхностного
ответа (response surface method), без которого в
настоящее время не обходится почти ни одна
серьезная биотехнологическая работа, связан�
ная с выращиванием бактериальных культур
[3]. Метод позволяет рассчитать наиболее при�
емлемое количество дополнительного компо�
нента или смеси, вносимых в питательную сре�
ду в качестве добавок. Традиционно такими

добавками выступают продукты животного
происхождения — кислотные и энзиматичес�
кие гидролизаты казеина, энзиматические
гидролизаты мяса и препараты типа дрожже�
вого экстракта [4]. Вещества растительного
происхождения используют не столь широко,
хотя соевый гидролизат находит применение
в микробиологической практике, в том числе
в медицинской микробиологии, в частности
для обнаружения различных О�серотипов
E. coli в продуктах животного происхождения
[5] или наработки плазмидсодержащих штам�
мов с целью получения рекомбинантного про�
теина [6]. В бактериологической диагностике
коклюша также давно известна и часто приме�
няется картофельно�глицероловая среда [7].

В то же время продукты растительного про�
исхождения, составляющие базис целых отрас�
лей фармакологической, косметологической и
пищевой индустрии, еще недостаточно исполь�
зуются в микробиологической практике, несмот�
ря на то, что в них обнаружен ряд биологически
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Оптимизация состава питательных сред считается одним из способов повышения выхода биомас�
сы бактериальных клеток, а также целевого продукта при культивировании штаммов продуцентов
всех видов и назначений. В связи с развитием биотехнологической промышленности все большее
значение приобретает поиск новых компонентов питательных сред, их оптимального соотношения с
базисным составом среды и соответствия свойствам культивируемого объекта.

Добавление экстракта Ungernia victoris к бактериальной питательной среде оптимизирует ее состав
и позволяет повысить выход биомассы E. coli. На LB�среде статистически достоверное превышение вы�
хода биомассы штаммов M17 и HB101 наблюдается только для более высоких концентраций экстрак�
та (5–10%), в то время как выход биомассы штамма JM109 повышается на всех испытанных концент�
рациях (0,5–10%). Наиболее высокий выход биомассы всех трех штаммов соответствует концентрации
экстракта 10%. Влияние экстракта U. victoris на рост бактериальных штаммов на обогащенной среде
отличается от его воздействия на эти же штаммы на LB�среде. Прирост биомассы происходит при низ�
ких концентрациях экстракта (0,25–1%) и не столь значителен, как на LB�среде. Начиная с концент�
рации экстракта от 2% и до 10% наблюдается тенденция снижения выхода биомассы для штаммов
М17 и НВ101 и более низкого прироста биомассы JM109 по сравнению с концентрациями 0,25–1%. Та�
ким образом, при помощи растительного экстракта можно достичь увеличения выхода биомассы бак�
терий как на бедной, так и на обогащенной среде. Оптимальное количество прибавляемого экстракта
колеблется в зависимости от состава среды и особенностей объекта выращивания.
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активных веществ, обладающих антибактери�
альными, антивирусными, антигрибковыми,
антипаразитарными, антиоксидантными и ан�
тиканцерогенными свойствами [8−10].

В проведенных нами ранее исследованиях
было показано, что экстракты, полученные из
биомассы культивированных in vitro клеток
некоторых лекарственных растений, также
обладают антимутагенной, антиканцероген�
ной и противоопухолевой активностью, тести�
руемой в нескольких фаговых и бактериаль�
ных системах [11−17]. Кроме обнаружения
этой активности мы установили, что компо�
ненты растительных экстрактов связываются
с протеинами�поринами наружной мембраны
E. coli [18], т. е. в соответствии с данными лите�
ратуры [19, 20] те из них, размер которых не
превышает 600 Да, могут проникать внутрь
бактериальной клетки через поровые каналы.
Биологический эффект таких веществ в этой
системе легче всего отследить по изменениям
роста и накоплению биомассы бактерий.
В данной работе мы изучали накопление био�
массы трех штаммов E. coli — M17, HB101
и JM109 в присутствии одного из раститель�
ных экстрактов, а именно U. victoris, выбран�
ного нами, поскольку его свойства, в том числе
и механизм проникновения в бактериальную
клетку, были наиболее детально исследованы
нами ранее [11, 13, 17, 18]. С одной стороны,
повышение выхода биомассы могло бы свиде�
тельствовать о включении в бактериальный
метаболизм мелких гидрофильных компонен�
тов растительного экстракта, а с другой — да�
ло бы основание рассматривать растительный
экстракт как добавку к питательной среде, оп�
тимизирующую качество последней.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе ис�
пользованы штаммы E. coli М17 (колибакте�
рин — аптечный препарат) и два лаборатор�
ных штамма JM109 — e14–(McrA–) recA1
endA1 gyrA96 thi�1 hsdR17(rk– mk+) surE44
relA1 Δ(lac�proAB) [F’ traD36 proAB
lacIqZΔM15] и НВ101 — supE44 ara14 galK2
lacY1 Δ(gpt�proA)62 rpsL20 (Strr) xyl�5 mtl�1
recA13 Δ(mcrC�mrr) HsdS–(r– m–), полученных
из Института биохимии и физиологии микро�
организмов РАН, Пущино�на�Оке (Россия).

Питательные среды. Бактерии выращи�
вали на питательной среде LB (Luria�Berta�
ni) [21] или на обогащенной питательной
среде М9 [21] следующего состава: на 1 л сре�
ды триптона — 10 г; дрожжевого экстракта —
5 г; Na2HPO4 — 6 г; KH2PO4 — 3 г; NH4Cl —
1 г; NaCl — 0,5 г; 1M MgSO4 — 2 мл;
1M CaCl2 — 0,1 мл; 20%�й глюкозы — 10 мл.

Растительный экстракт прибавляли до
концентрации 0,5−10% для среды Luria�
Bertani и 0,25−10% для среды на солевой ос�
нове М9. Диапазон концентраций был по�
добран так, чтобы в него вошли как низкие
концентрации (0,25−1%), наиболее прием�
лемые для технологического выращивания,
так и высокие (2−10%), важные с точки зре�
ния максимального влияния экстракта
в составе бедной и обогащенной сред. Каж�
дую культуру выращивали в течение 18−24 ч
при 37 °С, после чего ресуспендировали в соот�
ношении 1:100 в такой же питательной среде,
распределяли по пробиркам и вносили расти�
тельный экстракт в заданных концентраци�
ях. В качестве контроля использовали эту же
бактериальную суспензию, но без экстракта.
После этого все культуры выращивали в тече�
ние 18−24 ч при температуре 37 °С с аэрацией.

Растительный экстракт получали в виде
40%�й этанольной вытяжки, используя ко�
нечное соотношение спирт : биомасса —
3 : 1. Экстракт упаривали при помощи ваку�
умно�ротационного испарителя при темпе�
ратуре 40 °С почти до сухого остатка и раст�
воряли в стерильной дистиллированной
воде до исходного объема. Как источник
экстракта использовали биомассу клеток
Ungernia victoris Vved. ex Artjuschenko из
семейства Amaryllidaceae (штамм UV�2, кол�
лекционный № 10, ККК ИМБиГ НАН Украи�
ны, Киев) — далее экстракт U. victoris.

Статистическая обработка данных. Ре�
зультаты опытов обрабатывали статистичес�
ки на основании общепринятых методов [22].

Результаты и обсуждение

Результаты экспериментов по влиянию
экстракта U. victoris на выход биомассы
E. coli представлены на рисунке.

Как следует из приведенных данных, до�
бавление экстракта U. victoris к обеим средам
приводит к статистически достоверному повы�
шению выхода биомассы всех трех использо�
ванных штаммов. Это свидетельствует о влия�
нии растительного экстракта на метаболизм
бактерий и подтверждает возможность проник�
новения его компонентов внутрь неповрежден�
ной бактериальной клетки.

Такими компонентами могут быть моно�
сахариды, представленные у рода Ungernia
галактозой, глюкозой, маннозой, арабино�
зой, рамнозой, а также ряд микроэлементов,
в том числе Cu, Zn, Co, Mn, Mo, Al, количест�
во которых зависит от состава почвы или ис�
кусственной питательной среды для выра�
щивания культуры клеток in vitro [23].
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Мелкие гидрофильные компоненты рас�
тительных экстрактов могут быть представ�
лены также ди� и трисахаридами и амино�
кислотами. В предшествующей работе [18]
мы показали, что экстракт U. victoris, полу�
ченный нашим методом, содержит протеи�
новых веществ 4,25 мг/мл, углеводов
15,5 мг/мл и алкалоидов 0,25 мг/мл. Моле�
кулы массой не более 600 Да проникают
в бактериальную клетку через каналы про�
теинов�поринов [19, 20], что влечет за собой
эффекты самого различного и даже противо�
положного характера, например падение ре�
цепторной активности клетки для OmpC�
и OmpF�зависимых бактериофагов и повы�
шение ее для ЛПС�зависимых. Последнее
свидетельствует о включении компонентов
растительного экстракта в углеводный об�
мен бактериальной клетки, что, очевидно,
сказывается и на уровне выхода биомассы
выращиваемой культуры.

Установлено, что на среде LB превыше�
ние выхода биомассы наблюдается при более
высоких концентрациях экстракта для
штаммов М17 и НВ101 (5−10%), тогда как
статистически достоверное превышение био�
массы штамма JM109 происходит на всех
испытанных концентрациях экстракта (от
0,5 до 10%) с тенденцией постепенного уве�
личения выхода от низких концентраций
экстракта к высоким. Наиболее высокий вы�
ход биомассы всех трех штаммов на LB�сре�
де соответствует концентрации экстракта
U. victoris 10%. Такой эффект можно объяс�
нить, очевидно, составом LB�среды, которая
содержит только компоненты, необходимые
для поддержания жизнедеятельности бакте�

рий, но в ней отсутствуют источники углеро�
да и буферной системы; обогащение такой
среды существенно повышает ее способность
обеспечивать прирост бактериальной био�
массы. Что касается разницы, наблюдаемой
в ответе штамма JM109 по сравнению со
штаммами М17 и НВ101, то наиболее веро�
ятно, что она обусловлена особенностями ге�
нетической структуры и физиологическими
свойствами этих штаммов.

Влияние экстракта U. victoris на рост
бактериальных штаммов на обогащенной
среде отличается от его воздействия на эти
же штаммы на LB�среде. Прирост биомассы
наблюдается при низких концентрациях
экстракта (0,25−1%) и не столь значителен,
как на LB�среде. Начиная с концентрации
экстракта от 2% и до 10% прослеживается
тенденция снижения выхода биомассы для
штаммов М17 и НВ101 и более низкий при�
рост биомассы JM109 по сравнению с концен�
трациями 0,25−1%. Этот результат подтве�
рждает многочисленные данные, согласно
которым существует некий оптимум насы�
щения среды питательными компонентами,
превышение которого быстро приводит к уг�
нетению роста культуры из�за накопления в
среде продуктов ее жизнедеятельности [24].
Интересно, что, как и на LB�среде, штамм
JM109 более активно накапливает свою био�
массу, что указывает на связь этого показателя
с эффектом обогащения питательной среды
и генетической организацией выращиваемо�
го объекта.

Несмотря на то, что в данной работе мы
отслеживаем только прирост биомассы, а не
наработку целевого протеина, есть достаточ�

Влияние экстракта Ungernia victoris на выход биомассы штаммов M17, HB101 и JM109 
на среде LB (А) и на обогащенной среде на солевой основе М9 (Б):

по оси ординат даны значения прироста биомассы бактериальных клеток, выраженные в % относительно
контрольного варианта (К), выращенного на питательной среде без прибавления растительного экстракта.

Столбики разных цветов соответствуют вариантам питательной среды 
с содержанием экстракта в диапазоне 0,25–10% от объема

А Б
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ные основания считать, что эти два парамет�
ра хорошо коррелируют между собой. Так,
сравнение выхода биомассы клеток и реком�
бинантного протеина вируса Денге на средах
LB, TB (триптонный бульон), SB (бульон на
соевом гидролизате) и TY (триптон + дрож�
жевой экстракт) показало, что повышение
выхода целевого протеина четко соответ�
ствует приросту клеточной биомассы на еди�
ницу объема среды [6].

Таким образом, при помощи раститель�
ного экстракта можно достичь увеличения

выхода биомассы многих бактериальных
штаммов на средах разнообразного состава,
хотя очевидно, что оптимальное количество
прибавляемого экстракта будет колебаться
в зависимости от состава базисной среды
и особенностей объекта выращивания.

Исходя из полученных в настоящей рабо�
те данных, можно предположить также, что
не только экстракт U. victoris, но и другие
растительные экстракты способны оказывать
стимулирующее влияние на рост многих бак�
териальных культур и могут успешно исполь�
зоваться в промышленной микробиологии.
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ОПТИМІЗАЦІЯ БАКТЕРІАЛЬНИХ 
ЖИВИЛЬНИХ СЕРЕДОВИЩ 

ЕКСТРАКТОМ Ungernia victoris

Т. П. Перерва, Г. Ю. Мирюта, 
А. С. Дворник, Л. П. Можилевська, 

В. А. Кунах

Інститут молекулярної біології та генетики
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Оптимізація складу живильних середовищ
вважається одним із засобів підвищення виходу
біомаси бактеріальних клітин, а також цільового
продукту при культивуванні штамів продуцен�
тів усіх видів і призначень. У зв’язку з розвитком
біотехнологічної промисловості дедалі більшого
значення набуває пошук нових компонентів жи�
вильних середовищ, їх оптимального співвідно�
шення з базисним складом середовища і відпо�
відності властивостям культивованого об’єкту.

Додавання екстракту Ungernia victoris до
бактеріального живильного середовища оп�
тимізує його склад і дає змогу підвищити
вихід біомаси E. coli. На LB�середовищі статис�
тично достовірне перевищення виходу біомаси
штамів М17 та НВ101 спостерігається тільки
для вищих концентрацій екстракту (5–10%),
тоді як вихід біомаси штаму JM109 підви�
щується на всіх випробуваних концентраціях
(0,5–10%). Найвищий вихід біомаси всіх трьох
штамів відповідає концентрації екстракту
10%. Вплив екстракту U. victoris на ріст бак�
теріальних штамів на збагаченому середовищі
відрізняється від його впливу на ці самі штами
на LB�середовищі. Приріст біомаси відбуваєть�
ся за низьких концентрацій екстракту
(0,25–1%) і не такий значний, як на LB�сере�
довищі. Починаючи з концентрації екстракту
від 2% і до 10% спостерігається тенденція зни�
ження виходу біомаси для штамів М17 та
НВ101 і нижчого приросту біомаси JM109
порівняно з концентраціями 0,25–1%. Таким
чином, за допомогою рослинного екстракту мож�
на досягти підвищення виходу біомаси бактерій
як на бідному, так і на збагаченому середовищі.
Оптимальна кількість доданого екстракту коли�
вається залежно від складу середовища та особ�
ливостей об’єкта вирощування.

Ключові слова: Escherichia coli, рослинні
екстракти, живильні середовища.

OPTIMIZATION OF BACTERIAL 
NUTRIENT MEDIA 

BY Ungernia victoris EXTRACT

T. P. Pererva, A. Yu. Miryuta, 
A. S. Dvornik, L. P. Mozhylevskaya, 

V. A. Kunakh

Institute of Molecular Biology and Genetics 
of the National Academy of Sciences 

of Ukraine, Kyiv

E?mail: kunakh@imbg.org.ua

Optimization of culture media is considered
to be one of the ways to increase biomass output
of bacterial cells as well as a base product at cul�
tivation of all types and purposes. 

In connection with the development of the
biotechnology industrya, search of the new com�
ponents of nutrient solution and their optimum
ratio with the base composition of the medium
and corresponding properties of the cultivated
object is becoming increasingly important.

Addition of Ungernia victoris extract to bac�
terial nutrient medium optimizes its composi�
tion and enables to increase production of E. coli
biomass. Statistical reliable exceeding of bio�
mass production of M17 and HB101 strains in LB
medium occurs only at higher concentrations of
extract (5–10%) while biomass production of
JM109 strain increases at all tested concentra�
tions (0,5–10%). The highest biomass yield of all
three strains corresponds to extract concentra�
tion of 10%. The influence of U. victoris extract
on growth of bacterial strains in enriched medi�
um differs from its influence on the same strains
in LB medium. Biomass increase happens at low
concentrations of extract (0.25–1%)and it is not
such significant as its increase in LB medium.
Starting with extract concentration from 2% and
to 10%, the tendency towards biomass decrease
for M17 and HB101 strains and lower biomass
increase for JM109 strain as compared with
0.25–1% concentrations takes place. Thus, it is
possible to get improvement of bacterial biomass
production by means of plant extract using both
poor and enriched medium. Optimal quantity of
the added extract fluctuates depending on medium
composition and peculiarities of object of growth.

Key words: Escherichia coli, plant extracts,
nutrient media.



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №4, 2011

64

На сьогодні в усьому світі значно зросла
розповсюдженість інфекцій, спричинених
вірусами простого герпесу типів 1 та 2 (ВПГ�
1 та ВПГ�2, відповідно). Згідно зі звітами
ВООЗ, у дорослого населення ВПГ�1 вияв�
ляється в 98–99%, а ВПГ�2 — у 20–25% [1].
Як свідчать епідеміологічні дослідження,
проведені за останні 30 років, поширеність
герпетичної інфекції залежить від віку,
соціально�економічного статусу досліджува�
них осіб, географічного розташування
країни тощо [2].

Більшість людей інфіковані одним або
двома типами ВПГ, який зберігається в ор�
ганізмі впродовж усього життя. Слід заува�
жити, що захворювання, спричинені віру�
сом герпесу 2�го типу, мають більш тяжкий
перебіг, з частішими рецидивами та усклад�
неннями порівняно з тими, які зумовлені
збудником 1�го типу [2–4]. Особливу загрозу
інфекція становить для вагітних жінок,
оскільки в результаті трансплацентарної пе�
редачі ВПГ�2 смертність у новонароджених
у разі розвитку герпетичних енцефалітів та
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На сьогодні в усьому світі значно зросла розповсюдженість інфекцій, спричинених вірусами простого
герпесу типів 1 та 2. Захворювання, спричинені вірусом герпесу 2�го типу, проходять у більш тяжкій
формі, з частішими рецидивами та ускладненнями порівняно з тими, які зумовлені збудником 1�го типу.
Тому при проведенні клініко�лабораторних досліджень важливого значення набуває  диференційна
діагностика  між цими двома типами вірусу. 

Мета роботи полягала в оптимізації умов бактеріальної експресії рекомбінантного протеїну, що
містить імунодомінантні ділянки глікопротеїну  G вірусу простого герпесу 2 типу, в клітинах Escherichia
coli та отримання високоочищенного препарату, придатного для використання у складі імуносорбенту
при розробленні діагностичних  тест�систем. 

Встановлено, що рекомбінантний поліпептид накопичується у клітинах  бактерій як у розчинній
формі, так і у вигляді тілець включень. Показано вплив складу живильного середовища, температури
експресії та концентрації ІПТГ на рівень накопичення гетерологічного протеїну та його імунохімічні
властивості. Зменшення концентрації ІПТГ до 0,1 мМ за  температури культивування продуцента при
37 °С із використанням середовища ТВ (1,2% бактотриптону, 2,4% дріжджового екстракту, 55 мМ гліце�
ролу, 17 мМ KH2PO4, 72 мМ K2HPO4, рН 7,2) дає змогу досягти найвищого показника біосинтезу розчин�
ного протеїну.

Цільовий продукт очищали з використанням технологій  афінної хроматографії. Питомий вихід очи�
щеного протеїну із клітинного супернатанта  за оптимізованих умов становив 78,74% від загальної кіль�
кості рекомбінантного протеїну  в клітині.  

Імунохімічні властивості протеїну GST�HSV2gG оцінювали за допомогою імуноензимної тест�систе�
ми. Результати досліджень  свідчать про перспективність його використання при розробленні  тест�сис�
тем для діагностики вірусу герпесу 2�го  типу.
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менінгітів становить близько 70% [5]. Тому
під час проведення клініко�лабораторних
досліджень важливого значення набуває ди�
ференційна діагностика між цими двома ти�
пами вірусу. 

Встановлено, що геноми ВПГ�1 та ВПГ�2
мають 83% гомології ДНК, що призводить
до ідентичності 85% амінокислотної послі�
довності деяких протеїнів. Так, ВПГ�1 та
ВПГ�2 містять у складі оболонки 11 глікопро�
теїнів [6, 7], що дають перехресну реак�
тивність, яка ускладнює серологічну діагнос�
тику захворювань. Відкриття глікопротеїну
G (gG) у середині 1980�х років дозволило
вирішити цю проблему завдяки типоспе�
цифічним розбіжностям у структурі цього
протеїну для ВПГ�1 та ВПГ�2 [6–8].

Сучасна діагностика ВПГ ґрунтується на
прямому виділенні вірусу з клінічного ма�
теріалу, а також на серологічних методах.
Ідентифікацію вірусу проводять з викорис�
танням культур клітин або лабораторних
тварин. Однак останні методи є досить тру�
домісткими, високовартісними та тривали�
ми і не завжди можуть бути типоспе�
цифічними щодо ВПГ�1 та ВПГ�2. Серед
рутинних лабораторних досліджень найпо�
ширенішим є метод твердофазного імуноен�
зимного аналізу (ІЕА), що дає змогу виявляти
вірусоспецифічні антигени або вірусоспе�
цифічні антитіла класів M та G залежно від
виду біологічного матеріалу [9]. 

У процесі розроблення комерційних ІЕА�
діагностичних тест�систем як антигени зас�
тосовують отримані з лізатів заражених
культур нативні протеїни ВПГ або їхні ре�
комбінантні аналоги [10–12]. Використання
лізатних протеїнів забезпечує високу чутли�
вість методу, проте не є високоспецифічним
і, крім того, пов’язане з багатьма біологічни�
ми ризиками. У сучасному біотехнологічному
виробництві для одержання рекомбінант�
них протеїнів застосовують різні біологічні
системи: мікроорганізми, клітинні лінії ко�
мах, рослин та ссавців, багатоклітинні орга�
нізми тощо. Одне з провідних місць серед
зазначених об’єктів належить бактеріям
Escherichia coli. Це зумовлено тим, що гене�
тичні, молекулярно�біологічні, біохімічні та
фізіологічні властивості цього мікроор�
ганізму досить детально вивчено, а в разі ви�
користання таких штамів�продуцентів
рівень біосинтезу цільового протеїну може
становити десятки відсотків від сумарних
клітинних протеїнів.

Мета роботи полягала в оптимізації умов
бактеріальної експресії рекомбінантного
протеїну, що містить імунодомінантні

ділянки глікопротеїну G вірусу простого
герпесу 2�го типу, у клітинах бактерій
Escherichia coli та отримання високоочи�
щенного препарату, придатного для вико�
ристання у складі імуносорбенту при роз�
робленні діагностичних ІЕА тест�систем. 

Матеріали і методи

Бактеріальні культури та експресуючі
вектори. Штам�продуцент E. coli BL21(DE3)/
pET28?GST?HSV2gG було створено на основі
вектора pET28а (Novagen) клонуванням
послідовності глутатіон�S�трансферази (GST)
та фрагментів імунодомінантних ділянок
глікопротеїну G ВПГ�2 з використанням
експресуючої системи реципієнта Escheri?
chia coli BL21(DE3) [E. coli B F– dcm ompT
hsdS (rB

–mB
–) gal λ (DE3)]. В одержаній ген�

но�інженерній конструкції транскрипція
клонованого гена контролюється промото�
ром гена 10 фага Т7, а біосинтез цільового
продукту індукується за домопогою ізопро�
піл�β?D�тіогалактопіранозиду (ІПТГ). 

Готували компетентні клітини та здійс�
нювали їх трансформацію рекомбінантною
плазмідою згідно зі стандартними протоко�
лами [13]. Отриману суміш бактерій висіва�
ли на агаризоване середовище LB (1% бак�
тотриптону, 0,5% дріжджового екстракту,
1% NaCl, 1,5% агару «Дифко»), що містило
селективний антибіотик канаміцин в кінце�
вій концентрації 25 мкг/мл. Для відбору
найбільш продуктивного клону зразки
біомас аналізували за допомогою електрофо�
резу в денатуруючих умовах з використан�
ням 12% ПААГ у присутності 1% SDS з на�
ступним забарвленням гелю розчином
Кумассі R�250 за методом Леммлі [14].

Культивування штаму?продуцента.
Бактеріальну культуру, вирощену з найпро�
дуктивнішого клону впродовж 16–18 год за
температури 30 °С з використанням середо�
вища LB у присутності селективного ан�
тибіотика, пересівали на свіже живильне се�
редовище в розведенні 1:30. Подальшу
інкубацію клітин проводили при темпера�
турі 25 °С і 37 °С в умовах інтенсивного пере�
мішування (220 об/хв) та аерації. Для одер�
жання біомаси продуцента застосовували
такі живильні середовища: LB (1% бакто�
триптону, 0,5% дріжджового екстракту, 1%
NaCl, pH 7,2), TB (1,2% бактотриптону,
2,4% дріжджового екстракту, 55 мМ гліце�
ролу, 17 мМ KH2PO4, 72 мМ K2HPO4, рН
7,2) та середовище № 3 оригінального скла�
ду (сольова основа М9 з додаванням 1%
гідролізату казеїну, 0,5% дріжджового
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екстракту та 1% глюкози, рН 7,4). Ди�
наміку росту бактеріальної культури конт�
ролювали, вимірюючи оптичну густину (ОГ)
на спектрофотометрі (Ultrospec 2000) за дов�
жини хвилі 600 нм, і на фазі експоненційного
росту клітин у живильне середовище дода�
вали ІПТГ для індукції біосинтезу цільового
протеїну. Після завершення культивування
бактеріальну суспензію збирали центрифу�
гуванням при 8 000 g протягом 10 хв.

Отримання очищеного препарату ре?
комбінантного протеїну. Для виділення ре�
комбінантного протеїну осад бактеріальних
клітин ресуспендували в лізуючому буфері,
що містив 0,1 мг/мл лізоциму, 0,1% Трито�
ну Х�100, 1 мМ PMSF, 0,2 М NaCl, рН 8,0.
Клітинну суспензію тричі заморожували�
відтаювали, додавали ДНК�азу (Sigma,
США) в кінцевій концентрації 6 од/мл у
присутності 20 мМ MgSO4. Після інкубації
протягом 1 год бактеріальну суспензію об�
робляли ультразвуком на дезінтеграторі
УЗДН�А (6 разів по 10 с). Надосадову рідину
та тільця включень розділяли центрифугу�
ванням при 11 000 g упродовж 25 хв за
10 °С. Тільця включень, попередньо відмиті
в буферних розчинах, що містили детерген�
ти (0,5% Тритону Х�100, 0,1% Твін�20), роз�
чиняли в буфері, що містив 8 М сечовини,
20 мМ натрій�фосфату та 0,2 М NaCl, рН 8,0.

Хроматографічне очищення рекомбі�
нантного протеїну здійснювали за допомо�
гою хроматографічної системи Bio�Rad
(США) із застосуванням методів іммобілізо�
ваної металоафінної хроматографії (ІМАХ)
з використанням сорбенту IDA�toyoperl
(TOSOH, Японія), попередньо активованим
іонами нікелю згідно з інструкцією фірми�
виробника. Елюцію протеїну проводили спо�
собом ступінчастої хроматографії з різними
концентраціями імідазолу (40–200 мМ).
У разі накопичення протеїну в клітинах
E. coli в розчинному вигляді його подальше
доочищення здійснювали методом афінної
хроматографії з використанням сорбенту
глутатіон�сефарози (Amersham, США),
а елюцію — за допомогою розчину 10 мМ
відновленого глутатіону і 50 мМ Трис�НCl,
рН 8,0. Концентрацію протеїну вимірювали
біуретовим методом, а якість очищення
оцінювали за допомогою електрофорезу
в 12%�му ПААГ�SDS.

Оцінювання імунохімічних властивос?
тей протеїнових фракцій. Для тестування
застосовували внутрішньовиробничу панель
сироваток крові (ВВП, «Діапроф�Мед»),
зразки якої містять (16 сироваток) і не
містять (14 сироваток) антитіла класів G до

ВПГ�2. Усі зразки панелі було попередньо
досліджено та підтверджено в імуноензим�
них тест�системах Herpes Simplex Virus HSV�
Type 2 IgG�ELISA (Ltd. Nova Tec, Німеччина)
та HSV 2�IgG (Ltd.Immulite, США).

Якісні характеристики рекомбінантного
протеїну оцінювали за допомогою тест�сис�
теми у форматі непрямого ІЕА. Для приготу�
вання імуносорбенту використовували
полістиролові 96�лункові планшети (Nunc,
Данія), в лунки яких сорбували досліджува�
ний зразок в 50 мМ карбонат�бікарбонатному
буфері (рН 9,6). Специфічні імунні комплек�
си антиген–антитіло виявляли з викорис�
танням мишачих моноклональних антитіл,
мічених пероксидазою, що розпізнають IgG
людини. 

Як проявник імуноензимної реакції ви�
користовували хромоген тетраметилбензи�
дин (ТМБ), розведений у цитратному буфері
з додаванням пероксиду водню. Реакцію зу�
пиняли додаванням 0,5 М сірчаної кислоти. ОГ
визначали на спектрофотометрі Labsystems
Multiskan (Фінляндія) у двохвильовому ре�
жимі 492/620 нм.

Результати ІЕА розраховували за форму�
лою (1): 

А=(ср.ОГ+)/(cut off),

де в числівнику показник (ср.ОГ+) — се�
реднє значення позитивних сироваток, а в
знаменнику величина cut off = (ср.ОГ–)+0,2,
де (ср.ОГ–) — середнє значення негативних
сироваток. Кожну досліджувану сироватку
тестували в чотирьох повторах.

Статистичне оцінювання одержаних ре�
зультатів виконували стандартними метода�
ми з використанням t�критерію Стьюдента
за допомогою програмного забезпечення
Microsoft Excel.

Результати та обговорення 

На основі використання вектора рЕТ28а
раніше нами було створено рекомбінантну
плазміду pET28�GST�HSV2gG, продуктом
експресії якої в клітинах штаму�реципієнта
E. coli BL21(DE3) є гібридний поліпептид,
що містить афінний тег у вигляді шести
гістидинових залишків His6?tag та аміно�
кислотну послідовність глутатіон�S�транс�
ферази, злиту з імунодомінантними ділян�
ками глікопротеїну G ВПГ�2 (GST�HSV2gG). 

На початковому етапі досліджень прово�
дили скринінг трансформованих бактеріаль�
них клітин для відбору найбільш продуктив�
ного клону. Дані електрофореграми (рис. 1)
наочно свідчать, що лише у 25% трансфор�
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мантів спостерігали суперсинтез цільового
продукту. Відібрані клони було перевірено
на плазмідну стабільність та величину рівня
експресії в ході декількох пересівів культу�
ри продуцента.

Відомо, що клітини бактерій Escherichia
coli широко застосовують для одержання ре�
комбінантних протеїнів як для наукових до�
сліджень, так і з комерційною метою. Проте,
незважаючи на велику кількість отриманих
знань щодо механізмів біосинтезу та нагрома�
дження гетерологічних протеїнів, а також
відомостей про те, що утворення вторинних
метаболітів залежить від складу середовища,
яке використовують для росту культур мікро�
організмів [15], на думку деяких авторів, ще
недостатньо уваги приділяється досліджен�
ням впливу складу живильних середовищ на
процес накопичення рекомбінантних протеї�
нів [16]. У своїх роботах вони переконливо до�
вели, що склад середовища може суттєво
впливати як на вихід біомаси і рівень накопи�
чення рекомбінантних протеїнів, так і на їхні
якісні характеристики. Тому моніторинг скла�
ду середовищ слід розглядати як рутинну час�
тину оптимізації біотехнологічних процесів. 

Результати наших досліджень повністю
підтверджують такий підхід. Встановлено, що
склад живильного середовища вливає не лише
на загальний вихід біомаси, але й на власти�
вості цільового продукту. Так, згідно з наведе�
ними в табл. 1 даними, вихід біомаси при куль�
тивуванні продуцента на середовищі LB за
температури 37 °С становив 2,1 г, на середовищі
ТВ — 4,0 г, а в разі його вирощування на середо�
вищі № 3 цей показник дорівнював 5,1 г біома�
си в розрахунку на 1 л живильного середовища.

Електрофоретичний аналіз протеїнових
фракцій, отриманих у процесі виділення та
очищення, показав, що гетерологічний про�
теїн GST�HSV2gG накопичується в клітинах
бактерій E. coli BL21(DE3) як у вигляді тілець
включень, так і в розчинній формі (рис. 2).
При цьому найвищий рівень накопичення йо�
го в розчинному вигляді спостерігали на сере�
довищі ТВ — 12,5 мг на 1г біомаси або 50 мг у
розрахунку на одиницю об’єму (1л) культу�
рального середовища (табл. 1). Молекулярна
маса цільового протеїну збігалася з теоретично
розрахованою і становила 35,4 кДа.

GST�HSV2gG

кДа
116,0

66,2

45,0

35,0

25,0

18,4

1     2   3   4   5   6    7     8    9 10 11 12 13 14

Рис. 1. Електрофореграма зразків біомас
клонівaтрансформантів E. coli

BL21(DE3)/pET28aGSTaHSV2gG, отриманих
після індукції 1 мМ ІПТГ протягом 3,5 год: 

зразок № 10 — лізат вихідних клітин штамуaреa
ципієнта E. coli BL21(DE3); зразок № 14 — проa
теїниaмаркери молекулярної маси (Fermentas)

Таблиця 1. Загальний вихід біомаси та очищеного препарату протеїну GSTaHSV2gG залежно від типу
живильного середовища, використаного для культивування штамуaпродуцента E. coli

BL21(DE3)/pET28[GST[HSV2gG

Тип 
живильного 
середовища

Загальний
вихід

біомаси,
г/л

Вихід очищеного протеїну після
лізису біомаси, мг/г Вихід очищеного протеїну, мг/л

із супернатанта із фракції тілець
включень із супернатанта із фракції тілець

включень

LB 2,1 9,6 4,4 19,2 8,8 

ТВ 4,0 12,5 4,3 50,0 17,2 

Середовище №3 5,1 8,4 5,3 42,8 27,0 

Рис. 2. SDSaПААГaаналіз співвідношення проa
теїнових фракцій рекомбінантного протеїну

GSTaHSV2gG у клітинах штамуaпродуцента за
умов його культивування з використанням сеa

редовища ТВ при температурі 37 °С: 
1 — лізат клітин штаму�реципієнта E. coli

BL21(DE3); 2 — сумарні протеїни індукованих
клітин; 3— супернатант після лізису біомаси; 4— зра�
зок відмивки тілець включень; 5 — фракція тілець
включень, розчинених у буфері з 8М сечовиною; 6 —
протеїни�маркери молекулярної маси (Fermentas)

кДа
116,0

66,2

45,0

35,0

25,0

18,4
1       2       3      4       5       6  
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Отримані нами результати досліджень,
які показали, що процес мікробного синтезу
рекомбінантного протеїну відбувається як
у розчинній формі, так і у вигляді нерозчин�
них тілець включень, зумовили необхід�
ність оцінити його біологічні властивості за
критерієм ІЕА�специфічної активності. На
рис. 3 наведено дані порівняльного оціню�
вання імунохімічної активності очищених
препаратів протеїнів із цих фракцій у разі
використання їх у складі імуносорбенту іму�
ноензимної тест�системи. Для кількісної
оцінки величини активності рекомбінантно�
го протеїну застосовували показник А, який
розраховували за формулою (1). На діаграмі
добре видно, що відповідні показники ак�
тивності мали достовірно вищі значення для
протеїну, виділеного з клітинного суперна�
танта після лізису біомаси, порівняно із
фракцією тілець включень (Р < 0,05). Ця
залежність спостерігалася для всіх типів
живильних середовищ, використаних для
культивування продуцента.

Таку різку зміну якісних властивостей
протеїну у формі тілець включень можна по�
яснити тим, що агрегація молекул у кліти�
нах бактерій впливає на його структурно�
функціональні характеристики, призводячи
до зниження активності, а наступне застосу�
вання денатуруючих фізико�хімічних аген�
тів у процесі рефолдингу посилює цей нега�
тивний вплив [17]. 

Як відомо з літератури, суперсинтез роз�
чинних протеїнів значною мірою залежить від
особливостей генно�інженерної конструкції
продуцентів та умов їх культивування [18, 19].

Так, наприклад, ІПТГ може впливати на за�
пуск механізму транскрипції клонованого ге�
на та рівень експресії цільового протеїну, а та�
кож на метаболізм клітини�хазяїна [20],
гальмуючи ріст бактерій [21, 22]. Відомо, що
величина накопичення продукту мікробного
синтезу не завжди пропорційна часу його
експресії [22]. Температура вирощування про�
дуцента теж є важливим чинником, що впли�
ває на вихід експресованого клітиною чужого
для неї протеїну [23]. Як правило, у більшості
випадків зниження температури після
індукції біосинтезу призводить до підвищення
рівня накопичення розчинного протеїну [19].
Слід зауважити, що наявність послідовності
глутатіон�S�трансферази як афінного партне�
ра у складі рекомбінантної молекули є одним
із факторів, що можуть посилювати роз�
чинність злитих із GST поліпептидів [24, 25].
Тому наступні етапи нашої роботи передбача�
ли проведення оптимізації умов бактеріальної
експресії з метою отримання максимального
виходу розчинної фракції рекомбінантного
поліпептиду GST�HSV2gG з урахуванням ви�
щенаведених технологічних підходів. 

Як уже зазначалося, найвищий рівень
біосинтезу розчинної форми протеїну під час
культивування продуцента E. coli BL21(DE3)/
pET28?GST?HSV2gG спостерігали на середо�
вищі ТВ, тому його використовували в по�
дальших дослідженнях. Насамперед вивча�
ли динаміку накопичення рекомбінантного
продукту в клітинах бактерій залежно від
температури експресії (25 °С і 37 °С) та
в присутності різних концентрацій ІПТГ
(0,1 мМ і 1мМ). Як свідчать результати, на�
ведені на рис. 4, максимальний вихід цільо�
вого протеїну спостерігали через 3,5 год
після індукції ІПТГ незалежно від темпера�
турного режиму культивування продуцента.

Варто зазначити, що співвідношення
фракцій протеїну в розчинній та нерозчинній
формі в процесі біосинтезу залежить як від
температури експресії протеїну, так і від кон�
центрації ІПТГ. На рис. 5 добре видно, що за
умов культивування продуцента при темпе�
ратурі 25 °С спостерігається стійка тенденція
до збільшення рівня накопичення протеїну
в розчинному вигляді з використанням ви�
щої концентрації індуктора 1мМ ІПТГ
порівняно з концентрацією 0,1 мМ. З іншого
боку, як випливає з табл. 2, за умов проведен�
ня бактеріальної експресії при температурі
37 °С найвищого виходу очищеного протеїну
із супернатанта після лізису біомаси (26,3 мг/г)
було досягнено з використанням 0,1 мМ
ІПТГ, який перевищував у 2,7 раза вихід про�
теїну (9,8 мг/г) при концентрації 1 мМ ІПТГ.

Рис. 3. Порівняльна оцінка імунохімічної 
активності очищених препаратів рекомбінантa

ного протеїну GSTaHSV2gG, отриманих 
із розчинної та нерозчинної фракцій клітинної

біомаси штамуaпродуцента залежно від типу
культурального середовища
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Як уже зазначалося, рекомбінантна плаз�
міда pET28�GST�HSV2gG містить у своєму
складі імунодомінантні ділянки глікопро�
теїну G ВПГ�2 та послідовності двох афінних
партнерів — His6?tag і GST в N�кінцевій ді�
лянці молекули. Шестигістидиновий тег
часто застосовують у процесі одержання ре�
комбінантних протеїнів, оскільки він має
декілька очевидних переваг: невеликий
розмір, що не впливає на властивості гібрид�
ного протеїну, а також досить сильну вза�
ємодію з деякими іонами перехідних ме�
талів (Ni2+, Zn2+, Cu2+, Co2+), що дає змогу
здійснювати очищення за допомогою методу
іммобілізованої металоафінної хромато�
графії [26, 27]. Послідовність глутатіон�S�
трансферази, окрім функції підвищення
рівня синтезу цільового протеїну в розчин�
ній формі, також виконує роль афінного тегу.
Це дає змогу проводити процес доочищення
протеїну на глутатіонсефарозі завдяки утво�
ренню комплексу між глутатіоном сорбенту 

та GST�послідовністю протеїну. Елюцію
цільового протеїну із сорбенту в даному разі
здійснюють за допомогою розчину відновле�
ного глутатіону. 

У нашій роботі на першому етапі очи�
щення протеїну GST�HSV2gG застосовували
метод ІМАХ з використанням сорбенту IDA�
toyopearl, активованого іонами нікелю. Хро�
матограму очищення цільового протеїну
з розчинної фракції лізату біомаси подано
на рис. 6, А. Очищену на IDA�toyopearl про�
теїнову фракцію (рис. 6, Б, трек 3) далі нано�
сили на колонку з глутатіонсефарозою. Пи�
томий вихід очищеного препарату протеїну
з клітинного супернатанта за оптимізованих
умов становив 78,74% загальної кількості
рекомбінантного протеїну в клітині. Слід
зазначити, що такий двоступеневий підхід
до розроблення технології очищення з вико�
ристанням сорбентів IDA�toyopeаrl та глу�
татіонсефарози дав можливість значно
підвищити специфічність ІЕА, не призводячи

Рис. 4. Динаміка мікробного синтезу реa
комбінантного протеїну GSTaHSV2gG залежно

від температури культивування продуцента
з використанням середовища ТВ при 25 °С 

(треки 1–6) та 37 °С (треки 8–13) 
у присутності різних концентрацій ІПТГ: 

0,1 мМ ІПТГ — треки 1, 2, 3 та 8, 9, 10; 1 мМ
ІПТГ — треки 4, 5, 6 та 11, 12, 13 впродовж 1 год
(треки 1, 4, 8, 11), 2 год (треки 2, 5, 9, 12) та 3,5
год після індукції ІПТГ (треки 3, 6, 10, 13); 7 —
хроматографічно очищений протеїн GST�
HSV2gG; 14 — протеїни�маркери молекулярної
маси (Fermentas)

кДа
116,0

66,2

45,0

35,0

25,0

18,4

14,4

1   2   3   4    5   6    7   8   9  10  11 12 13  14

Рис. 5. Вплив різних температурних режимів на
рівень експресії розчинної фракції (треки 2, 4, 6,
8) та нерозчинних тілець включень (треки 1, 3,
5, 7) рекомбінантного протеїну GSTaHSV2gG

у клітинах штамуaпродуцента E. coli
BL21(DE3)/pET28[GST[HSV2gG:

за умов його культивування з використанням
середовища ТВ при 25 °С (треки 1–4) та 37 °С
(треки 5–8), індукованих 0,1 мМ ІПТГ (треки 1, 2,
5, 6) та 1 мМ ІПТГ (треки 3, 4, 7, 8) упродовж 3,5
год після індукції; 9 — хроматографічно очище�
ний протеїн GST�HSV2gG; 10 — протеїни�марке�
ри молекулярної маси (Fermentas)

кДа
116,0

66,2

45,0

35,0

25,0

18,4

14,4
1      2     3      4       5     6      7       8     9    10

Таблиця 2. Вихід очищеного рекомбінантного протеїну GSTaHSV2gG, 
експресованого в клітинах штамуaпродуцента E. coli BL21(DE3)/pET28[GST[HSV2gG

залежно від температури культивування та концентрації ІПТГ у живильному середовищі ТВ

Температурний
режим 

культивування
штамуaпродуцента

Вихід очищеного протеїну, мг/г біомаси

0,1 мМ ІПТГ 1 мМ ІПТГ

із супернатанта
після лізису біомаси

із фракції 
тілець включень

із супернатанту
після лізису біомаси

із фракції 
тілець включень

25 °С 5,4 8,1 11,9 7,3 

37 °С 26,3 7,1 9,8 3,4 
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до зменшення його чутливості (дані не наве�
дено). При цьому, як свідчать дані табл. 3,
якісні характеристики протеїну GST�HSV2gG
були зіставними з показником активності (по�
казник А) комерційного аналога HSV2�gG2c
виробництва LTD.Viral Therapeutics (США),
використаного як референс�зразок (Р > 0,05). 

Таким чином, результати досліджень
свідчать про те, що одержаний із розчинної
фракції високоочищенний препарат про�
теїну GST�HSV2gG за своїми імунохімічни�
ми характеристиками є перспективним для
використання у складі імуносорбенту з ме�
тою розроблення вітчизняних імуноензим�
них тест�систем для діагностики вірусу гер�
песу людини 2�го типу.

Встановлено, що рекомбінантний про�
теїн, який містить імунодомінантні ділянки
глікопротеїну G віруса герпесу 2�го типу,
злиті з послідовністю глутатіон�S�трансфе�
рази, накопичується в клітинах бактерій
Escherichia coli як у розчинній формі, так
і у вигляді тілець включень. Показано вплив
складу живильного середовища, температу�
ри експресії та концентрації ІПТГ на рівень
накопичення гібридного протеїну та його
імунохімічні властивості. Визначено опти�
мальні умови експресії розчинної фракції
протеїну в клітинах продуцента: середови�
ще ТВ, температура експресії — 37 °С, кон�
центрація ІПТГ — 0,1 мМ, час культивуван�
ня після індукції — 3,5 год.

Рекомбінантний поліпептид очищали
двоступенево за допомогою технологій іммо�
білізованої металоафінної та афінної хрома�
тографії з використанням сорбентів IDA�toy�
opeаrl та глутатіон�сефарози, відповідно.
Питомий вихід високоочищеного препарату
з клітинного супернатанта за оптимізованих
умов становив 78,74% від загальної кіль�
кості рекомбінантного протеїну в клітині. 

Результати досліджень імунохімічних
властивостей розчинного протеїну GST�
HSV2gG свідчать про перспективність його
використання в складі імуносорбенту під
час розроблення імуноензимних тест�систем
для діагностики вірусу герпесу 2�го типу.

Таблиця 3. Порівняльна оцінка якісних 
характеристик очищеного з клітинного 

супернатанта протеїнового препарату GSTa
HSV2gG та комерційного аналога HSV2agG2c

(виробництво LTD.Viral Therapeutics, USA)
у разі використання їх у складі імуносорбенту

діагностичної тестaсистеми

Рекомбінантний
протеїн

Імунохімічна 
активність, А Р

GST�HSV2gG 6,66 ±0,47
Р > 0,05

HSV2�gG2c 6,88 ±0,51

Рис. 6. ІМАХaпрофіль очищення на сорбенті
IDAatoyopeаrl зразків рекомбінантного протеїну
GSTaHSV2gG, отриманих із розчинної фракції

лізату біомаси (А): 
1 — протеїни, що не зв’язались із сорбентом;

2 — неспецифічно зв’язані із сорбентом клітинні
протеїни; 3 — цільовий протеїн; 

SDSaПААГaаналіз зразків хроматографічних
фракцій (Б ): 

1 — супернатант після лізису біомаси; 2 — про�
теїни, що не зв’язались із сорбентом, 3 — хрома�
тографічно очищений протеїн GST�HSV2gG

А280, 
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СУПЕРСИНТЕЗ РАСТВОРИМОГО 
ПРОТЕИНА — ПРОДУКТА ЭКСПРЕССИИ
ГЕНА, СОДЕРЖАЩЕГО ИММУНОДОМИa
НАНТНЫЕ УЧАСТКИ ГЛИКОПРОТЕИНА

G ВИРУСА ГЕРПЕСА 2aГО ТИПА, 
В БАКТЕРИАЛЬНОЙ СИСТЕМЕ

Escherichia coli

Л. Н. Коршун1, Л. Н. Мойса1, Г. В. Ковтонюк1, 
Л. А. Ганова1, 2, Е. К. Киселева1, Н. Я. Спивак2

1АОЗТ НПК «Диапроф�Мед», Киев
2Институт микробиологии и вирусологии 
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Е?mail: KL2004@ukr.net

Сегодня во всем мире значительно возросла
распространенность инфекций, вызванных виру�
сами простого герпеса типов 1 и 2.  Заболевания,
вызываемые вирусом герпеса 2�го типа, протека�
ют в более тяжелой форме, с более частыми реци�
дивами и осложнениями, чем те, которые обус�
ловлены возбудителем 1�го типа. Поэтому при
проведении клинико�лабораторных исследова�
ний большое значение имеет дифференциальная
диагностика между этими двумя типами вируса.
Цель работы заключалась в оптимизации усло�
вий бактериальной экспрессии рекомбинантного
протеина, содержащего иммунодоминантные об�
ласти гликопротеина G вируса простого герпеса 2�
го типа, в клетках Escherichia coli и получение вы�
сокоочищенного препарата, пригодного для
использования в составе иммуносорбента при раз�
работке диагностических тест�систем.

Установлено, что рекомбинантный полипептид
GST�HSV2gG накапливается в клетках бактерий
как в растворимой форме, так и в виде телец включе�
ний. Показано влияние состава питательной среды,
температуры экспрессии и концентрации ИПТГ на
уровень накопления гетерологичного протеина и его
иммунохимические свойства. Уменьшение конце�
нтрации ИПТГ до 0,1 мМ при температуре культи�
вирования продуцента 37 °С с использованием среды
ТВ (1,2% бактотриптона, 2,4% дрожжевого
экстракта, 55 мМ глицерола, 17 мМ KH2PO4, 72 мМ
K2HPO4, рН 7,2) позволяет получать наиболее высо�
кий показатель биосинтеза растворимого протеина.

Целевой продукт очищали с использовани�
ем технологий аффинной хроматографии.
Удельный выход очищенного протеина с кле�
точного супернатанта при оптимизированных
условиях составлял 78,74 % от общего количе�
ства рекомбинантного протеина в клетке.

Иммунохимические свойства протеина 
GST�HSV2gG оценивали с помощью иммуноэн�
зимной тест�системы. Результаты исследований
свидетельствуют о перспективности его использо�
вания при разработке тест�систем для диагности�
ки вируса герпеса 2�го типа.

Ключевые слова: рекомбинантные протеины,
экспрессирующие векторы, вирус простого
герпеса человека 2�го типа, иммуноэнзимный
анализ, Escherichia coli.

SUPERSYNTES OF PRODUCT GENE
EXPRESSION SOLUBLE PROTEIN,

WHICH INCLUDES IMMUNODOMINANT
REGIONS OF GLYCOPROTEIN G 

HERPES SIMPLEX VIRUS TYPE 2 
IN THE BACTERIAL Escherichia coli SYSTEM

L. M. Korshun1, L. M. Moysa1, G. V. Kovtonjuk1, 
L. O. Ganova1, 2,  O. K. Kiselyova1, M. J. Spivak2

1JSC «Diaproph�Med», Kyiv 
2Institute of Microbiology and Virology 

of the National Academy of Sciences of Ukraine,
Kyiv
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The spread of infections caused by herpes 
simplex virus types 1 and 2 has increased signi�
ficantly worldwide now. Diseases caused by her�
pes virus type 2 occurring in more heavy form,
with frequent recurrences and complications
compared with those caused by agent type 1.
When clinical and laboratory tests were carried
out, differential diagnosis between these two
types of virus became more important. Purpose
of the work was optimizing conditions of the bac�
terial expression of recombinant protein contai�
ning immunodominant regions of glycoprotein G
of herpes simplex virus type 2 in the Escherichia
coli cells and obtaining  of the highly purified
preparation  suitable for use in the  immunosor�
bent composition to the development of diagnos�
tic test kits. 

It was found that recombinant protein GST�
HSV2gG accumulated both in a soluble form and
as insoluble inclusion bodies in bacterial cells.
Influence of media composition, expression tem�
perature and IPTG concentration on the level
accumulation of the heterologous protein and its
immunochemical properties was shown. The
maximum level of the soluble protein biosynthe�
sis was reached when the bacteria had been culti�
vated with usе the TB medium (1,2 % baсtotryp�
tone, 2,4 % yeast extract, 55 мМ glycerol, 17 мМ
KH2PO4, 72 мМ K2HPO4, рН 7,2) at 37 °С with
decreasing concentration IPTG  up to 0,1 mM. 

The target protein was purified by affinity
chromatography technologies. Under the opti�
mized conditions the yield of the purified soluble
protein was up to 78.74 % relative to total
recombinant protein. 

The immunochemical properties of 
GST�HSV2gG protein was estimated by  ELISA.
The results suggested that it might be applicable
for the development of the diagnostic kits for the
detection of herpes simplex virus  type 2.

Key words: recombinant proteins, expression
vectors, herpes simplex virus type 2, ELISA test,
Escherichia coli.
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Ежегодно в нашей стране регистрируется
около 50 тыс. новых случаев инфаркта мио�
карда [1]. Инфаркт миокарда (ИМ) — одна
из форм некроза миокарда, вызванная нару�
шением притока крови через пораженные
артерии. Совершенствование способов про�
филактики и лечения ИМ может базиро�
ваться на адекватных экспериментальных
моделях [2–4]. 

В экспериментальных исследованиях
в качестве моделей ИМ для создания «коро�
нарогенных» некрозов выполняют эмболиза�
цию или перевязку коронарных артерий [2],
для формирования «некоронарогенных» нек�
розов вводят химические или гормональные
препараты, а также проводят электрокоагу�
ляцию [3] или криодеструкцию сердца [5, 6]. 

Высокая летальность и отсутствие точ�
ной повторяемости повреждения сердца при
использовании существующих моделей ИМ
побуждают исследователей искать новые ва�
рианты моделирования ИМ, позволяющие
стандартизировать зону поражения. 

Цель настоящей работы — разработать
биотехнологический метод получения прог�
нозируемой зоны некроза миокарда (НМ)
методом локальной криодеструкции.

Материалы и методы

Исследования выполнены в соответствии
с «Общими принципами экспериментов на
животных», одобренными ІІ Национальным
конгрессом по биоэтике (20.09.04, Киев)
и согласованными с положениями «Евро�
пейской конвенции о защите позвоночных
животных, используемых для эксперимен�
тальных и других научных целей» (Страс�
бург, 1985). 

Эксперименты проведены на 106 беспо�
родных крысах�самках массой 180–250 г.
Модель НМ создавали хирургическим спосо�
бом на животных под эфирным наркозом на
спонтанном дыхании. Перед вхождением
в грудную полость накладывали 2 провизор�
ных шва (рис. 1), что позволяло быстро ее
ушить после криовоздействия и таким обра�
зом снизить риск послеоперационных ос�
ложнений, включая пневмоторакс. 

Криовоздействие на сердце производили
азотным криоинструментом с температурой
рабочей поверхности аппликатора –196 °С
(рис. 2). После криодеструкции сердца груд�
ную полость быстро и герметично ушивали.
С целью профилактики пневмоторакса
шприцем удаляли воздух из грудной полости.

УДК 611.127–002.4.085:612.59
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Ежегодно в нашей стране регистрируется около 50 тыс. новых случаев инфаркта миокарда. Со�
вершенствование способов профилактики и лечения этой патологии должно базироваться на адек�
ватных экспериментальных моделях. 

В работе рассмотрены биотехнологические этапы воспроизведения некроза миокарда у крыс с ис�
пользованием криомедицинских методов. Изучена зависимость полученных результатов от опера�
тивного доступа, диаметра криоаппликатора и длительности криовоздействия. Установлена зависи�
мость величины зоны крионекроза миокарда от параметров криовоздействия. 

Показана высокая точность воспроизведения топографии и размеров зоны некроза миокарда с ис�
пользованием гистологических и ЭКГ�методов, а также возможность формирования субэпикарди�
ального и трансмурального некроза миокарда, что чрезвычайно важно для доклинического изуче�
ния различных методов лечения. 

Исследования патологических изменений сердца в динамике показали, что в зоне криовоздей�
ствия в миокарде развивалась воспалительная реакция, которая в свою очередь сменялась процесса�
ми фибротизации с формированием соединительнотканного рубца. 
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Отработку параметров криовоздействия
проводили в 2 этапа. 

1�й этап — выбор диаметра аппликатора
(15 крыс). Животные были разделены на
3 группы, по 5 крыс в каждой, с использовани�
ем криоаппликаторов диаметром 7 мм, 5 мм и
3 мм. Длительность криовоздействия на серд�
це составляла 10 с, а оперативный доступ осу�
ществляли в 4–5�м межреберьях. Критерием
оценки выбора диаметра криоаппликатора
служил показатель летальности животных. 

2�й этап — определение зависимости
функциональных и морфологических изме�
нений сердца от локализации и экспозиции
криовоздействия (91 крыса). Для получения
НМ в различных топографических областях
сердца оперативный доступ осуществляли в
4–5�м или в 5–6�м межреберьях.

При проведении 2�го этапа эксперимента
животные были разделены на 3 группы: 

1�я группа (контроль) — животные с то�
ракотомией без криовоздействия на сердце
при оперативном доступе в 4–5�м межре�
берьях; 

2�я группа — животные после криовоз�
действия на левый желудочек при оператив�
ном доступе в 4–5�м межреберьях; 

3�я группа — животные после криовоз�
действия на верхушку сердца при оператив�
ном доступе в 5–6 межреберьях. 

Животные 2�й и 3�й групп по длительнос�
ти криовоздействия на сердце разделили на
3 подгруппы: А — 10 с; Б — 15 с; В — 30 с. 

Группа интактных животных (норма) —
7 крыс. 

Функциональную способность миокарда
исследовали электрокардиографически.
Электрокардиограммы (ЭКГ) животных ре�
гистрировали на аппаратно�программном
комплексе «Поли�Спектр» («Нейрософт»,

Россия) до операции, в первые минуты после
операции и через 1, 7, 14 и 30 сут после опе�
рации. Амплитуду устанавливали на 20 мм,
а скорость записи — на 50 мм/с. По ЭКГ оп�
ределяли частоту сердечных сокращений
(ЧСС) в 1 мин, оценивали ритм и проводили
анализ комплекса QRS–T. 

Морфологическую картину миокарда
изучали на 1�, 7�, 14� и 30�е сут после крио�
воздействия по гистологическим срезам, ок�
рашенным гематоксилином и эозином. Ви�
зуально определяли степень воспалительной
реакции и формирования соединительно�
тканного рубца в зоне криовоздействия.
Глубину очагов криодеструкции миокарда
рассчитывали с помощью компьютерной
программы Bio Vision 4.0. 

Статистическую обработку результатов
проводили параметрическим методом Стью�
дента–Фишера с использованием t�крите�
рия и непараметрическим методом ANOVA.
Количественные данные представлены
в средних величинах и средних квадратич�
ных отклонениях. Расчет показателей вы�
полняли с помощью SРSS 17.0 для Windows. 

Результаты и обсуждение

На 1�м этапе эксперимента крионекроз,
полученный при воздействии на сердце крио�
аппликатором диаметром 7 мм, приводил
к 100%�й летальности животных, а при диа�
метре 5 мм летальность крыс составляла
60%. Применение криоаппликатора диа�
метром 3 мм способствовало образованию зо�
ны криоповреждения сердца с отсутствием
летальности животных во всей группе.
В связи с этим дальнейшие эксперименты
по моделированию НМ осуществляли с по�
мощью криоаппликатора диаметром 3 мм.

Рис. 1. Наложение провизорных швов 
перед криовоздействием на сердце Рис. 2. Проведение криовоздействия на сердце
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На 2�м этапе эксперимента исследование
ЭКГ у интактных крыс и крыс перед опера�
цией по моделированию НМ (норма) показа�
ло, что у всех животных был правильный си�
нусовый ритм с ЧСС 420 ± 25 в 1 мин,
отсутствовали нарушения проводимости
и изменения в комплексе QRS–T (рис. 3).

В ранние сроки после операции у живот�
ных 1�й группы (контроль) наблюдали уве�
личение зубца Т. Ритм синусовый правиль�
ный, ЧСС составляла 402 ± 16,0 в 1 мин
(таблица). Во все остальные сроки наблюде�
ния существенных нарушений в электро�
кардиограммах у животных этой группы
выявлено не было (рис. 4, а, б).

Криовоздействие на сердце при опера�
тивном доступе в 4–5�м межреберьях (2�я
группа) с экспозицией 10 с (подгруппа А)
и 15 с (подгруппа Б) приводило к образова�
нию на боковой поверхности левого желудоч�
ка сердца зон оледенения, диаметр которых

соответствовал размерам криоаппликатора
(3 мм). Глубина криоповреждения сердца жи�
вотных подгруппы А достигала 0,18 ± 0,03
мм, а Б — 0,28 ± 0,02 мм. При исследовании
ЭКГ сразу после окончания оперативного вме�
шательства в подгруппах А и Б частота сердеч�
ных сокращений была на 16% и 19% меньше
нормы (с достоверностью Р < 0,05, таблица).

Рис. 3. ЭКГ крысы в норме

Рис. 4. ЭКГ крыс после торакотомии (контроль)
в 4–5aм межреберьях: 

а — непосредственно после криовоздействия; 
б — через 1 сут после криовоздействия

a

б

Динамика частоты сердечных сокращений крыс после криовоздействия на сердце 

Группы
Срок наблюдения, сут  

После операции 1 7 14 30 

Норма 420±25 

Контроль 402±16,0 412±15,7 408±19,5 417±10,9 415±14,5 

Подгруппа А 354±9,01, 2 427,5±9,9 420±19,9 420±10,6 417±16,3 

Подгруппа Б 348±12,21, 2 416±14,5 418±15,5 429±19,6 429±19,3 

Подгруппа В 325±10,71, 2 389±19,9 401±16,2 400±15,3 407±13,4 

Примечание: 1 — различие достоверно относительно нормы, Р < 0,05; 2 — различие достоверно относительно
контроля, Р < 0,05.

Рис. 5. ЭКГ крыс после 10 с криовоздействия 
на сердце при оперативном доступе 

в 4–5aм межреберьях: 
а — непосредственно после криовоздействия; 
б — через 1 сут после криовоздействия

a

б

Рис. 6. ЭКГ крыс после 30 с криовоздействия 
на сердце при оперативном доступе 

в 4–5aм межреберьях: 
а — непосредственно после криовоздействия; 
б — через 1 сут после криовоздействия

Рис. 7. ЭКГ крыс после 30 с криовоздействия 
на сердце при оперативном доступе 

в 5–6aм межреберьях: 
а — непосредственно после криовоздействия; 
б — через 1 сут после криовоздействия

a

б

a

б
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Отмечали снижение амплитуды зубцов
R, появление q�зубца и отрицательных зуб�
цов Т в I и avL�отведениях, что свидетель�
ствовало о развитии у животных этих под�
групп субэпикардиального НМ (рис. 5). При
увеличении времени криовоздействия на
сердце до 30 с (подгруппа В) увеличивалась
и глубина криоповреждения сердца — до
0,42 ± 0,05 мм. При этом ЭКГ соответствова�
ла картине трансмурального ИМ в тех же то�
пографических областях со снижением ЧСС
до 325±10,7 [4]. Появление зубца Q в I и avL�
отведениях сопровождалось увеличением
сегмента ST (рис. 5, а).

Криовоздействие на сердце при опера�
тивном доступе в 5–6�м межреберьях (3�я
группа) с экспозицией 10 с (подгруппа А),
15 с (подгруппа Б) и 30 с (подгруппа В) при�
водило к образованию зон криоповреждения
на верхушке сердца, объемы которых анало�
гичны зонам соответствующих подгрупп 2�й
группы. ЭКГ во ІІ, ІІІ и avF�отведениях по�
казали, что у животных подгрупп А и Б сра�
зу же после операции появлялись признаки
ишемического повреждения сердца, а у жи�
вотных подгруппы В — изменения, харак�
терные для трансмурального инфаркта
миокарда с появлением Q�зубца в этих отве�
дениях (рис. 7, а). 

Через 1 сут после криовоздействия зоны
криоповреждения сердца макроскопически
у животных всех групп имели четкие грани�
цы, были отечны, с синюшным оттенком.
Исследование гистологических препаратов
сердца крыс показало, что применяемое
криовоздействие привело к образованию
трех биологически значимых зон: I — зона
криоповреждения, в которой отмечали
участки некроза и паранекроза сердечной
мышцы с выраженными дистрофическими
явлениями; II — пограничная зона, окружа�
ющая зону криоповреждения, в которой уже
заметны признаки воспалительной реак�
ции; III — периферические участки сердца,
морфологическая картина которых практи�
чески не отличалась от нормы.

Изменения электрокардиограмм, отме�
ченные непосредственно после операции,
сохранялись и через 1 сут. Данные ЭКГ сви�
детельствовали о развитии ишемических
повреждений в переднебоковой поверхности
сердца подгрупп А и Б животных 2�й группы
(рис. 5, б), в заднедиафрагмальных областях
и верхушке сердца подгрупп А и Б живот�
ных 3�й группы. ЧСС у животных 2�й и 3�й
групп имела одинаковую динамику. Через
1 сут после оперативного вмешательства
сохранялся правильный синусовый ритм,

а ЧСС восстанавливалась до показателей
нормы (таблица). 

У животных подгруппы В 2�й и 3�й групп
электрокардиографические изменения
подтверждали наличие трансмурального
НМ в тех же топографических областях, т. е.
в переднебоковой поверхности сердца жи�
вотных 2�й группы (рис. 6, б) и заднедиаф�
рагмальных областях и верхушке сердца
животных 3�й группы (рис. 7, б). Особен�
ностью ЭКГ животных 2�й группы подгруп�
пы В было появление на 1�е сут отрицатель�
ных зубцов Т и реципрокных изменений в
avR�отведении (рис. 6, б.). 

Исследование ЭКГ животных на 7�, 14�
и 30�е сут после операции показало, что
электрокардиографическая картина, заре�
гистрированная на 1�е сут, сохранялась на
протяжении всего срока наблюдения во всех
экспериментальных группах (рис. 8). Появ�
ление аритмий и экстрасистолий не отмеча�
ли. Частота сердечных сокращений варьи�
ровала в пределах значений нормы. При
этом амплитуды Q�зубцов после 30 с крио�
воздействия (подгруппы В во 2�й и 3�й груп�
пах) сохранялись на одном уровне. 

Исследование гистологических препара�
тов сердца крыс после криовоздействия дает
основания утверждать, что ремоделирова�
ние миокарда проходило по классическому
пути — от асептического воспаления до фор�
мирования соединительнотканного рубца
(1–30�е сут) [4]. Объемы зон крионекроза,
пограничных зон миокарда и морфологичес�
кие изменения в них у животных подгрупп
А, Б и В 2�й группы были аналогичны объе�
мам зон и морфоструктурным изменениям
миокарда у животных 3�й группы соответст�

Рис. 8. Динамика ЭКГ в течение 30 сут 
после 30 с криовоздействия на сердце 

при оперативном доступе в 4–5aм межреберьях

До
криовоз�
действия После 30�е сут14�е сут7�е сут1�е сут
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вующих подгрупп. Гистологические картины
сердца животных подгрупп А, Б и В отлича�
лись вовлечением в воспалительный процесс
различных по глубине слоев миокарда.

Через 7 сут после 10 и 15 с криовоздей�
ствия наблюдали зоны реактивного воспале�
ния, сопровождавшиеся развитием лейко�
цитарной инфильтрации. Очаги деструкции
и воспалительной реакции характеризова�
лись разрушением пучков кардиомиоцитов,
дилатацией сосудов и скоплением нейтро�
филов (рис. 9). 

После 30 с криоповреждения сердца наб�
людали формирование трансмурального
некроза миокарда. На рис. 10 представлены
участки полной деструкции миокарда с ге�
моррагиями и клеточной инфильтрацией
всего поперечника боковой стенки левого
желудочка. 

Благоприятным исходом НМ является
организация соединительнотканного рубца.
В наших исследованиях на 14�е сут в зоне
криовоздействия воспалительная реакция
сменялась процессами фибротизации с фор�
мированием рыхлой соединительной ткани.
На месте погибших кардиомиоцитов начи�
нал формироваться соединительнотканный
каркас с большим количеством фиброблас�
тов в стадии коллагенообразования. Сохра�
нялось полнокровие микрососудов. В от�
дельных участках отмечались диапедез
и скопление макрофагов вокруг сосудов
микроциркуляторного русла (рис. 11).

Продолжение реконструктивной фазы
отмечали и через 30 сут после криовоз�
действия. Имели место признаки прогрес�
сирующего фиброза с формированием
соединительнотканных тяжей по ходу пов�
режденных артериальных сосудов. Фиб�
розная ткань состояла из созревших колла�
геновых волокон, которые формировали
соединительнотканный рубец (рис. 12). 

Рис. 9. Очаг некроза миокарда 
после 15 с криовоздействия на сердце, 7 сут: 

а — формирование четкой зоны крионекроза
миокарда, об. х10, ок. х10; 
б — стаз и тромбоз микрососудов; 
в — расслоение пучков кардиомиоцитов, об. х40,
ок. х10. Гематоксилин�эозин

а

в

б

Рис. 10. Очаг некроза миокарда 
после 30 с криовоздействия на сердце, 7 сут.

Полная деструкция миокарда боковой стенки
левого желудочка. 

Гематоксилин�эозин. Об. х10, ок. х10

Рис. 11. Формирование соединительнотканного
рубца в зоне 15 с криовоздействия на сердце, 

14 сут.
Гематоксилин�эозин. Об. х10, ок. х10
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Следовательно, во всех группах после
криодеструкции сердца развивались приз�
наки острого некроза миокарда, которые
имели отчетливую и закономерную динами�
ку на протяжении всего срока наблюдения. 

Моделирование некроза миокарда крио�
хирургическим методом не может претендо�
вать на точное воспроизведение развития
клинических событий при ИМ у человека.
Поскольку в наших исследованиях было
проведено криовоздействие на миокард здо�
ровых животных, атеросклеротический про�
цесс в коронарных артериях и ишемическая
стадия, предшествующие возникновению
некроза миокарда в клинике, при этом отсу�
тствовали. Предлагаемая модель НМ может
вызывать интерес у исследователей и врачей
в тех случаях, когда развитие острого ИМ
происходит без явного атеросклеротического
процесса в коронарных сосудах, в частности 

при спазме участка венечной артерии или на
этапе терапии после применения реканали�
зирующих препаратов. 

Таким образом, установлено, что при
криохирургическом методе моделирования
некроза миокарда наблюдается минималь�
ное количество осложнений и высокая пов�
торяемость повреждения сердечной мышцы
при заданных параметрах криовоздействия.

Определены параметры криовоздействий,
при которых формируется субэпикардиаль�
ный и трансмуральный некроз миокарда.

Крионекроз миокарда с прогнозируемой
зоной повреждения сердечной мышцы может
быть моделью для доклинических испытаний
фармакологических препаратов кардиотроп�
ного действия и исследований, направленных
на изучение ремоделирования миокарда при
применении клеточной терапии. 

Рис. 12. Формирование соединительнотканного рубца в зоне 15 с криовоздействия на сердце, 30 сут. 
Гематоксилин�эозин. Об. х10, ок. х10

ЛИТЕРАТУРА

1. Бабушкина А. В. Инфаркт миокарда: от фун�
даментальных исследований — к практи�
ческим достижениям (по материалам X На�
ционального конгресса кардиологов
Украины) // Укр. мед. часопис. — 2009. —
Т. 53, № 5. — С. 10–13.

2. Давыденко В. В., Матюков А. А., Цупки?
на Н. В. и др. Влияние аутотрансплантации
различных клеток костного мозга на функ�
циональное состояние миокарда кролика
после инфаркта // Клет. трансплантол. и
ткан. инж. — 2007. — Т. 11, № 2. —
С. 52–61.

3. Дремина Н. Н., Шурыгина И. А., Лушнико?
ва Е. Л. и др. Влияние эндотелиального фак�
тора роста на постинфарктное ремоделиро�

вание миокарда крыс // Бюл. эксперим. био�
логии и медицины. — 2009. — Т. 148,
№ 9. — С. 330–336. 

4. Шилов А. М. Инфаркт миокарда (Патофизи�
ологические и клинические аспекты). — М.:
Миклош, 2009. — 164 с.

5. Bos E. J., Mees B. E., Waard M. C. et al. A
novel model of cryoinjury�induced myocardial
infarction in the mouse: a comparison with
coronary artery ligation // J. Physiol. Heart
Circ. Physiol. — 2005. — V. 289. —
P. 1291–1300. 

6. Murry C. E., Wiserman R. W., Schwartz S. M.
et al. Skeletal myoblast transplantation for
repair of myocardial necrosis // J. Clin.
Invest. — 1996. — V. 98. N 11. —
P. 2512–2523.



Експериментальні статті

79

МОДЕЛЮВАННЯ НЕКРОЗУ МІОКАРДА
ЗА ДОПОМОГОЮ КРІОТЕХНОЛОГІЇ

І. В. Слета
М. О. Чиж

С. Є. Гальченко
Б. П. Сандомирський

Інститут проблем кріобіології 
та кріомедицини 

НАН України, Харків

Е?mail: cryo@online.kharkov.ua

Щорічно в нашій країні реєструється
близько 50 тис. нових випадків інфаркту
міокарда. Удосконалення способів профілак�
тики і лікування цієї патології має базуватися
на адекватних експериментальних моделях.

У роботі розглянуто біотехнологічні етапи
відтворення некрозу міокарда у щурів з вико�
ристанням кріомедичних методів. Вивчено
залежність отриманих результатів від опера�
тивного доступу, діаметра кріоаплікатора
і тривалості кріодії. Встановлено залежність
величини зони кріонекрозу міокарда від пара�
метрів кріодії. 

Показано високу точність відтворення то�
пографії і розмірів зони некрозу міокарда з ви�
користанням гістологічних та ЕКГ�методів,
а також можливість формування субепікар�
діального і трансмурального некрозу міокар�
да, що вкрай важливо для доклінічного вив�
чення різних методів лікування. 

Дослідження патологічних змін серця в ди�
наміці показало, що в зоні кріодії в міокарді
розвивалася запальна реакція, яка, у свою чер�
гу, змінювалася процесами фібротизації з фор�
муванням сполучнотканинного рубця. 

Ключові слова: некроз міокарда, моделюван�
ня, кріодеструкція. 

MYOCARDIUM NECROSIS MODELING 
BY CRIOTECNOLOGY 

I. V. Sleta
N. A. Chizh

S. Ye. Galchenko
B. P. Sandomirsky

Institute of Problems of Cryobiology and
Cryomedicine of the National Academy

of Sciences of Ukraine, Kharkiv

Е?mail: cryo@online.kharkov.ua

About 50 thousand of new cases of myocar�
dial infarction are registered in our country
annually. Perfection of methods of prophylaxis
and treatment of this pathology should be based
on adequate experimental models. 

In the paper the technological stages of
myocardium necrosis simulation in rats using
cryomedical methods were reviewed. The influ�
ence of the obtained results on surgery access,
diameter of cryoapplicant and cryoeffect dura�
tion was studied. The dependence of the
myocardium cryonecrosis zone volume on the
cryoeffect parameters was established.

Reproducing with high accuracy of topogra�
phy and dimensions of myocardium necrosis
zone using histological and ECG methods was
shown and the possibility of formation of subepi�
cardial and transmural myocardium necrosis
was demonstrated as it is extremely important
for pre�clinical study of different treatment
methods.

Investigations of heart pathological changes
in dynamics shown that an inflammatory reac�
tion was developed in the zone of cryoeffect in
myocardium, which in its turn was changed
under the fibrotization processes with formation
of connective tissue cicatrix.

Key words: myocardium necrosis, modeling,
cryodestruction. 
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Традиційні методи підтримання культур
мікроорганізмів зводяться до їх вирощуван�
ня на багатих живильних середовищах із
частими пересівами. При цьому спостеріга�
ються мутаційні зміни і автоселекція, які
часто призводять до втрати важливих фізіо�
лого�біохімічних властивостей. Тривале збе�
рігання культур мікроорганізмів без втрати
властивостей продуцентів можливе, якщо
різко припинити перебіг усіх процесів
у клітині, тобто перевести її в стан, близь�
кий до анабіозу [1−3].

Відомо багато способів зберігання куль�
тур мікроорганізмів: періодичні пересіви,
зберігання в 25%�му розчині гліцеролу при
температурі –20 °С, у дистильованій воді, під
вазеліновим маслом на агаризованому сере�
довищі та в ліофілізованому стані. Жоден
з відомих способів не є універсальним [4−6].

Під час ліофілізації у більшості мікроор�
ганізмів відбувається часткова загибель
клітин, а в деяких випадках — зміна їхніх
властивостей [7−8]. Окрім того, характерис�
тики ліофілізованих культур (кількість
життєздатних клітин, залишкова вологість,
структура сухого матеріалу та ін.) залежать
від правильного проведення кожної операції
і визначаються, у свою чергу, фізіологічни�

ми та технологічними властивостями мікро�
організму, який підлягає ліофілізації.
У зв’язку з цим існує необхідність визначення
впливу різних чинників на життєздатність
дріжджів Pichia anomala за їх ліофілізації.

Мета даної роботи — вивчення впливу
умов культивування, віку культури та пере�
несення мікробних клітин в захисні середо�
вища різного складу на життєздатність
дріжджів Pichia anomala за ліофільного ви�
сушування.

Матеріали і методи

Об’єктом досліджень були дріжджі Pichia
anomala штаму L�1 з «Колекції штамів
мікроорганізмів і ліній рослин харчової та
сільськогосподарської біотехнологій» Інсти�
туту харчової біотехнології та геноміки
НАН України. 

Культури зберігали на солодовому агарі
(8% сухих речовин, у тому числі 2% агару).

Дріжджі культивували глибинним
періодичним способом на качалках (240
об/хв) при температурі 30 °С в колбах
ємністю 0,75 дм3 з 0,05 дм3 живильного сере�
довища такого складу (г/дм3): H2NCONH2 —
1,0; КН2РО4 — 1,0; МgSO4 ⋅ 7H2O; FeCl3 —

УДК 579.222

ВПЛИВ ЛІОФІЛІЗАЦІЇ НА ЖИТТЄЗДАТНІСТЬВПЛИВ ЛІОФІЛІЗАЦІЇ НА ЖИТТЄЗДАТНІСТЬ
ДРІЖДЖІВ ДРІЖДЖІВ Pichia anomala Pichia anomala 

Ключові слова: дріжджі Pichia anomala, ліофілізація, захисне середовище, життєздатність клітин.
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О. О. Тігунова ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки» 
А. Ф. Ткаченко НАН України, Київ
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Збереження мікроорганізмів у колекціях чистих культур є актуальною проблемою. Існує багато
методів збереження бактерій, але жоден з них не дає 100%�го захисту від мутацій, змін властивостей
мікроорганізмів або їх загибелі. На життєздатність мікроорганізмів у процесі ліофілізації впливає
низка факторів: умови культивування (рН і температура), вік культури, концентрація клітин, склад
захисного середовища і метаболічна активність. Оптимізація цих процесів дозволяє зберегти до
80–90% життєздатних клітин. Для культури Pichia anomala визначено умови культивування, фазу
росту, в якій дріжджі виявляють найбільшу стійкість до несприятливих умов ліофілізації. Оп�
тимізовано склад захисного середовища, що дало змогу досягти максимального (до 95%) збережен�
ня життєздатних клітин після ліофілізації. Високий рівень життєздатних клітин після заморожу�
вання відзначено у дріжджовій суспензії з 36 до 48 год росту. Визначено оптимальну температуру
і термін зберігання ліофілізованих дріжджів з максимальною кількістю життєздатних клітин.
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0,05; ZnSO4 ⋅ 7Н2О — 0,05; меляса — 60,0;
рН 5,8. Культури висівали зі скошеного со�
лодового агару, переносячи дріжджові клі�
тини в колбу ємністю 0,25 дм3 із 0,1 дм3

стерильного живильного середовища,
та культивували на шейкері�інкубаторі
BIOSAN ES�20 (Латвія) зі швидкістю пе�
ремішування 200 об/хв та за температури
30 °С протягом 24 год. Посівний матеріал,
виготовлений таким методом, вміщували в
колби ємністю 0,5 дм3 з 0,2 дм3 середовища.
Як джерело вуглеводів використовували ме�
лясу в кількості 60 г/дм3. 

Дріжджі вирощували в біореакторі для
культивування мікроорганізмів — АКЛ —
10М (Росія). Інокулят вирощували тим са�
мим методом, що й посівний матеріал, і вно�
сили у кількості 10%. 

Склад окремих компонентів середовища
змінювався залежно від поставленого зав�
дання. 

Кислотність середовищ визначали на рН�
метрі — рН�150М (Білорусь).

Для одержання желатози 10%�й розчин
желатини готували на бідистильованій воді
та автоклавували протягом 1 год. Одержа�
ний розчин желатози фільтрували і згодом
використовували для приготування захис�
них середовищ.

Для отримання суспензії дріжджів культу�
ральну рідину осаджували центрифугуванням
і ресуспендували в захисних середовищах
до концентрації 6,5·106 клітин/дм3. Для дослі�
дження ефективності захисного середовища
було використано метод, за яким пряме вияв�
лення зв’язаної води можна замінити визна�
ченням порівняльної гідрофільності, зокрема
залишкової вологості в біологічних препара�
тах за їх одночасної ліофілізації [9, 10].

Для з’ясування впливу захисного середо�
вища на життєздатність клітин після ліофі�
лізації досліджували захисні середовища та�
кого складу (%): глюкоза або цукроза — 1,0;
10,0; 30,0; желатоза — 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0;
10,0; 11,0; агар — 0,2.

Дріжджі вносили в захисне середовище з роз�
рахунку концентрації клітин 6,5·106 клітин/дм3,
потім дріжджову суспензію в кількості 5 см3

вміщували в пеніцилінові флакони.
Одержані зразки заморожували в низь�

котемпературному холодильнику LAB
11/EL19LT фірми Elcold (Данія) за темпера�
тури –80 °С. Заморожені зразки переносили
в спеціальних касетах в попередньо охоло�
джену камеру (температура конденсатора
–50 °С) ліофільної сушарки CRUODOS�50
фірми TELSTAR( Іспанія). Тривалість вису�
шування становила 24 год.

Під час підготовки ліофілізованого ма�
теріалу для досліджень слід було виконати
дві умови: максимально точно відновити по�
передній (до висушування) об’єм матеріалу
та вивести живі клітини зі стану анабіозу.
Для виконання цих умов ліофілізований ма�
теріал доводили дистильованою водою до
об’єму 5·10–3 дм3 і витримували за кімнатної
температури в дистильованій воді протягом
30 хв.

Кількість клітин (живих і мертвих) ви�
раховували за методикою, викладеною в ро�
боті [11]. 

Підрахунок загальної кількості клітин
дріжджів у культуральній рідині проводили
за допомогою камери Горяєва з паралельним
розсівом у чашки Петрі з сусло�агаром.
Життєздатність дріжджів Pichia anomala
штаму L�1 визначали за кількістю підрахо�
ваних колоній на чашках Петрі після двох
діб культивування [12]. 

Після регідратації дріжджі піддавали гли�
бинному культивуванню упродовж двох діб.

У процесі ліофілізації мікроорганізми
іноді залишаються життєздатними, але з по�
рушеними обмінними функціями клітин,
що призводить до зниження фізіологічної
активності. 

Дріжджі Pichia anomala — продуцент
ліпідів, тому їхню фізіологічну активність
встановлювали за кількістю накопиченої
біомаси і синтезом ліпідів.

Біомасу визначали таким способом: осад
після центрифугування культуральної ріди�
ни протягом 30 хв при 5 000 g висушували в
бюксах за температури 105 °С до незмінної
маси (у трьох повторах) з подальшим зважу�
ванням висушеної наважки дріжджів на ва�
гах RADWAG WPS 4000/C/1 (Польща). 

Для обчислення кількості ліпідів вису�
шену біомасу (наважка 10 г) вкладали в па�
кетик з фільтрувального паперу та зважува�
ли. Потім пакетик вносили до екстрактора
і герметично з’єднували всі частини апара�
та. Колбу апарата ставили у киплячу водяну
баню. Через верх холодильника проводили
послідовне екстрагування діетиловим ефі�
ром і сумішшю хлороформ + етанол в апа�
раті Сокслета протягом 5−6 год. Дріжджову
масу, яка залишилась після першої екстрак�
ції, піддавали обробленню 10%�ю НCl на
киплячій водяній бані впродовж 3 год, після
чого тими самими розчинниками екстрагу�
вали частину ліпідів, яка залишилася.

Після екстракції пакетик з матеріалом
висушували спочатку при 20−30 °С (за
кімнатної температури), а потім при
100–105 °С. Зважували і за різницею між
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масою до та після екстрагування визначали
кількість жиру. 

Кількість цукрів вираховували за стан�
дартом СОУ.15.9a37a240 2005 р. 

Ефективність синтезу ліпідів оцінювали
за показником жирового коефіцієнта
(дорівнює кількості мг ліпідів/мг цукрів
×100) .

Усі досліди проводили в трьох повторах,
статистичне оброблення результатів викону�
вали згідно з [13]. Різницю між двома се�
редніми величинами вважали достовірною
при Р < 0,05.

Результати та обговорення

Збереження життєздатності та інших
біологічних властивостей мікроорганізмів
залежить від багатьох чинників: віку куль�
тури (деякі види мікроорганізмів найбільш
стійкі до заморожування [14] наприкінці ло�
гарифмічної стадії та на початку стаціонар�
ної фази росту), концентрації клітин, складу
захисного середовища, активності метабо�
лічних процесів тощо.

Нами досліджено вплив віку дріжджової
культури на життєздатність клітин під час
заморожування й визначено тривалість фаз
росту дріжджових клітин за їх культивування
в рідкому середовищі. Початок логарифміч�
ної фази зафіксовано на 7−8�й год, а початок
стаціонарної — на 28�й год культивування.
У середині кожної фази розвитку культури
відбирали біомасу і відповідно до наведеної
вище методики піддавали заморожуванню.
Результати визначення життєздатності за�
морожених дріжджів наведено на рис. 1.

Високий рівень збереження життєздат�
них клітин після заморожування відзначено
в дріжджовій суспензії лише з 36�ї до 48�ї
год росту. Після 48 год життєздатність

клітин починала знижуватись. Цей факт
можна пояснити тим, що на кріостійкість
суспензії впливає різний фізіологічний стан
клітин, співвідношення чутливих і стійких
особин в популяції культури. Окрім того,
стійкість залежить від хімічного складу
клітин, передусім плазматичної мембрани.

Результати проведених досліджень доз�
волили встановити оптимальний вік культу�
ри (42 год росту) для збереження життєздат�
ності клітин після заморожування.

На життєздатність мікроорганізмів на ета�
пах заморожування і висушування вплива�
ють також умови їх культивування. Суттєвий
вплив на кріорезистентність та життєздат�
ність клітин за глибинного культивування
мікроорганізмів під час висушування справ�
ляють pH і температура середовища. 

Результати проведених експериментів
дали змогу вивчити, як впливає рН середо�
вища на життєздатність дріжджових клітин
(табл. 1).

Оптимальним для синтезу біомаси є рН
5,5, кількість життєздатних клітин — 75,7%
за максимального накопичення біомаси —
4,0 гАСБ/дм3. Якщо рН середовища стано�
вить 6,0, синтез біомаси знижується до
3,9 гАСБ/дм3, однак процес накопичення
ліпідів триває і вміст їх досягає 2,0 г/гАСБ.

Також можна зробити висновок, що
зміна рН середовища від 5 до 6 не має знач�
ного впливу на кількість ліпідів. 

Таким чином, ліпіди як важливі компо�
ненти цитоплазматичних мембран, так само
як трегалоза і глікоген, виконують роль ре�
зервного матеріалу [15] і виявляють захисну
дію стосовно біологічних мембран під час
ліофілізації. 

Досліджено вплив температури культи�
вування дріжджів на біомасу та накопичен�
ня ліпідів (рис. 2).

Рис. 1. Синтез біомаси та життєздатність
дріжджів залежно від фаз росту
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Рис. 2. Вплив температури на накопичення
ліпідів Pichia anomala штаму La1 
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Підвищення температури від 28 °С до 34 °С
зумовлювало збільшення накопичення біома�
си. З підвищенням температури до 38 °С син�
тез біомаси зменшувався, однак синтез ліпідів
продовжувався і максимальна кількість
ліпідів спостерігалася за температури 36 °С. 

Кількість життєздатних клітин після
ліофілізації значною мірою залежить від
складу захисних середовищ.

Виживаність дріжджових клітин під час
ліофілізації можна збільшити, підбираючи
захисні середовища до оптимального їх
складу і співвідношення компонентів у сере�
довищі, що запобігають або зменшують
інтенсивність деструктивних процесів.

Існують загальні вимоги до захисних се�
редовищ. Вони мають бути гідрофільними
(речовини, які не зв’язують воду, не є захис�
ними для мікроорганізмів за їх ліофілізації)
і не містити солей (для цього їх готують на
дистильованій або бідистильованій воді).
Крім того, слід запобігати потраплянню со�
лей із середовища культивування разом
з мікробною масою. Для цього перед зми�
ванням мікробної маси захисним середови�
щем потрібно видалити конденсаційну воду
з пробірок, в яких вирощували культуру.

Дослідження різних захисних середо�
вищ допомогло підібрати середовища, до
складу яких входили вуглеводи (глюкоза
і сахароза як гідрофільні речовини), жела�
тина й агар (як колоїди), що максимально
захищали клітини мікроорганізму від
шкідливого впливу ліофілізації і не мали ан�
тигенних властивостей. Ці середовища мож�
на вважати гідрофільними, але вміст зазна�
чених речовин не повинен бути надмірним.
Занадто великий вміст гідрофільних речо�
вин уповільнює процес висушування, ство�
рює підвищену залишкову вологість і змен�
шує розчинність сухого препарату. Тобто 
вміст цих речовин має лише забезпечувати
оптимальну залишкову вологість [16].

Було досліджено гідрофільність дріж�
джових суспензій залежно від концентрації
в них глюкози і цукрози (табл. 2).

З даних таблиці видно, як змінювалася
залишкова вологість кінцевого матеріалу за�
лежно від вмісту вуглеводів і їхньої концен�
трації за одних і тих самих умов ліофіліза�
ції. З використанням глюкози та цукрози
в кількості 10% одержали показники залиш�
кової вологості 2,85 і 1,94%, відповідно.
Для подальшої роботи з підбору захисного
середовища для ліофілізації дріжджів як
гідрофільний компонент було обрано цукро�
зу в концентрації 10%.

Окрім наявності речовин, від яких зале�
жить гідрофільність матеріалу, в середовищі
мають бути ще й речовини, які максимально
захищають клітини мікроорганізму від шкід�
ливого впливу заморожування і висушування.

У роботі [17] показано, що желатоза здатна
захищати мікроорганізми від згубної дії проце�
сів заморожування та ліофілізації. Найбільш
цінними властивостями желатози в захисних
середовищах було те, що вона забезпечувала
ліофільну структуру сухого матеріалу і, на
відміну від желатини, була не дуже в’язкою, не
утворювала гелів навіть за високої концент�
рації і не мала антигенних властивостей.

Нами досліджено вплив різних концент�
рацій желатози на кількість життєздатних
дріжджових клітин після ліофілізації. Ре�
зультати подано в табл. 3.

Таблиця 1. Вплив рН середовища на виживаність дріжджових клітин

рН Біомаса,
гАСБ*/дм3

Вміст ліпідів,
г/гАСБ

Кількість живих клітин

До ліофілізації, КУО · 109 Після ліофілізації, КУО · 109 Виживаність,%

4,0 2,40±0,10 1,30±0,01 6,00±0,12 2,20±0,04 33,9 

4,5 3,00±0,05 1,60±0,02 6,50±0,11 1,80±0,01 27,7 

5,0 3,40±0,08 1,80±0,01 6,90±0,14 3,00±0,06 43,5 

5,5 4,00±0,07 1,80±0,03 7,50±0,13 5,00±0,11 72,5 

6,0 3,90±0,10 2,00±0,01 7,40±0,15 5,60±0,09 75,7 

6,5 3,60±0,06 1,90±0,02 7,00±0,10 3,00±0,05 59,4 

7,0 3,00±0,08 1,70±0,01 6,50±0,09 2,60±0,03 40,0 

Таблиця 2. Порівняльна гідрофільність 
суспензії Pichia anomala

залежно від концентрації глюкози та цукрози

Захисне
середовиa
ще з глюa
козою,%

Залишкова
вологість,

%

Захисне
середовиa
ще з цукa
розою,%

Залишкова
вологість,

%

1 19,67 1 18,11 

10 2,85 10 1,94 

30 40,43 30 50,33 

Примітка. АСБ — абсолютно суха біомаса.
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Дані таблиці свідчать, що концентрацію
желатози в захисному середовищі потрібно
було довести до 10%, щоб забезпечити мак�
симальну фіксацію клітин дріжджів у сухо�
му матеріалі і запобігти надмірному вису�
шуванню клітин (залишкова волога — на
рівні 1,9%).

За результатами досліджень оптимізова�
но склад захисного середовища, яке містило
такі компоненти (%): глюкоза — 10,0; жела�
тоза — 10,0; агар — 0,02.

Для визначення часу зберігання без
значної втрати життєздатності та фізіологіч�
ної активності дріжджових клітин після ліо�
філізації слід вивести їх з анабіотичного ста�
ну. Якщо не забезпечити оптимальних умов
виведення клітин з анабіозу, то одержані
дані щодо життєздатності мікроорганізму
будуть занижені.

Особливе значення під час зберігання
ліофілізованих мікроорганізмів мають тем�
пературні умови. Чим вища температура
зберігання культур, тим швидше знижува�
лась кількість життєздатних клітин мікро�
організмів. Між температурою зберігання
ліофілізованих мікроорганізмів і швидкістю
відмирання спостерігалась певна за�
лежність (рис. 3).

У разі зберігання зразків ліофілізованих
дріжджів упродовж місяця за температури
6 °С кількість життєздатних клітин не змен�
шувалась порівняно з вихідною культурою,
а з підвищенням температури — поступово
знижувалась і за температури 34 °С втрача�
лося приблизно 13%. Відповідно і кількість
синтезованих ліпідів зменшувалася з підви�
щенням температури.

Спостереження за сухим матеріалом
дріжджів, одержаним з урахуванням усіх
чинників, які позитивно впливали на про�
цес ліофілізації культури, показали, що під
час зберігання за температури 6 °С протягом
року (рис. 4) життєздатність дріжджів на�
прикінці року досягала 94−95%. За кімнатної

температури (20 °С) кількість життєздатних
клітин поступово зменшувалась і через рік
зберігання становила 90%. 

Дослідженнями процесу ліпідоутворен�
ня ліофілізованих дріжджів під час збері�
гання протягом року встановлено, що синтез
ліпідів наприкінці терміну зберігання змен�
шився на 5% за температури зберігання 6 °С
і на 10% за кімнатної температури (рис. 4).
Відповідно змінювалась і величина жирово�
го коефіцієнта. Це є важливим чинником
для зберігання продуцента в ліофільному
стані впродовж року. 

З’ясовано, що для зберігання ліофілізо�
ваних дріжджів Pichia anomala протягом
року з концентрацією 93–95% життєздат�
них клітин, стабільною фізіологічною ак�
тивністю і синтезом ліпідів потрібно:

– перед заморожуванням культивувати
дріжджі протягом 48 год за температури
36 °С і рН 6,0;

– переносити дріжджі в захисне середо�
вище такого складу (%): цукроза — 10,0;
желатоза — 10,0; агар — 0,2.

Таблиця 3. Вплив концентрації желатози на кількість дріжджових клітин в сухому матеріалі

Концентрація
желатози, %

Кількість мікроорганізмів КУО · 109

Життєздатність, % Залишкова 
вологість, %До ліофілізації Після ліофілізації

5 4,90±0,06 2,35±0,01 47,9 4,0 

6 5,10±0,09 3,21±0,02 63,0 2,9 

7 5,00±0,10 3,36±0,05 67,2 3,0 

8 5,60±0,10 4,60±0,09 82,1 3,1 

9 5,50±0,11 4,20±0,06 81,8 2,8 

10 5,40±0,08 5,20±0,12 96,3 1,9 

11 5,00±0,04 4,20±0,08 96,0 2,0 

Рис. 3. Вплив температури зберігання 
на життєздатність і синтез ліпідів 

ліофілізованих дріжджів

Температура зберігання, 20 °С
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Встановлено, що зберігати сухий матеріал
дріжджів Pichia anomala L�1 протягом року
можна в інтервалі температур від 6 °С (95%
життєздатних клітин наприкінці року) до 20 °С
(93% наприкінці процесу зберігання).
Відповідно зберігається і здатність до синтезу
ліпідів 2,85 г/гАСБ (T = 6 °С) і 2,7 г/гАСБ
(T = 20 °С) проти 3 г/гАСБ вихідної культури. 

Таким чином, аналіз результатів дослі�
джень впливу таких чинників, як вік куль�
тури, умови її культивування, склад захис�
ного середовища і температура зберігання
висушених дріжджів, показав, що зберігання
сухого матеріалу Pichia anomala штаму L�1
упродовж року можливе без значних втрат
їхньої життєздатності і фізіологічної актив�
ності за умови дотримання відповідних пара�
метрів висушування в процесі ліофілізації.

Рис 4. Порівняльна характеристика 
ліофілізованих дріжджів при різних 

температурах зберігання упродовж року:
1 — за температури 6 °С; 
2 — 20 °С 
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ВЛИЯНИЕ ЛИОФИЛИЗАЦИИ 
НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ ДРОЖЖЕЙ

Pichia anomala

С. М. Шульга
Е. А. Тигунова
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Сохранение микроорганизмов в коллекци�
ях чистых культур является актуальной проб�
лемой. Существует много методов сохранения
бактерий, но ни один из них не дает 100%�й за�
щиты от мутаций, изменений свойств микро�
организмов или их гибели. На жизнеспособ�
ность микроорганизмов при лиофилизации
влияет ряд факторов: условия культивирова�
ния (рН и температура), возраст культуры,
концентрация клеток, состав защитной среды
и метаболическая активность. Оптимизация
этих процессов позволяет сохранить до
80–90% жизнеспособных клеток. Для иссле�
дуемой культуры Pichia anomala определены
условия культивирования, фаза роста культу�
ры, при которой дрожжи проявляют наиболь�
шую устойчивость к неблагоприятным услови�
ям процесса лиофилизации. Оптимизирован
состав защитной среды, что позволило полу�
чить после процесса лиофилизации максималь�
ное (до 95,5%) сохранение жизнеспособных
клеток. Высокий уровень жизнеспособных
клеток после замораживания отмечен в дрож�
жевой суспензии с 36 до 48 ч роста. Определены
оптимальная температура и срок сохранения
лиофилизованных дрожжей с максимальным
количеством жизнеспособных клеток. 

Ключевые слова: дрожжи Pichia anomala, лио�
филизация, защитная среда, жизнеспособ�
ность клеток.

LYOPHILIZATION EFFECT 
ON Pichia anomala

YEASTS VIABILITY

S. M. Shulga
O. O. Tigunova

A. F. Tkachenko
N. E. Beyko

A. I. Khomenko

State organization «Institute of Food
Biotechnology and Genomics» of the National

Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv

E?mail: Shulga5@i.ua 

Saving microorganisms in clean culture col�
lections is an actual problem. There is a lot of
methods to save bacteria, but none of them give
100% protection from mutation, changing
microorganism properties or their death. A lot of
factors influence on microorganism survival:
cultivation factors (pH and temperature), cul�
ture age, cell concentration, protection medium
consistency and metabolic activity. Optimization
of this process enables to have about 80–90%
survival cells. Cultivation factors, culture
grown phase for the investigated Pichia anomala
culture, were determined, in which yeasts
showed the most stability for unfavorable condi�
tions of lyophilization process. Сomposition of
the protective environment were optimized that
enabled us to obtain maximum (up to 95.5%)
saving of the viable cells after the lyophilization
process. High level of the viable cells was
observed after freezing in the yeast suspension
from 36 to 48 hours of growth. The optimum
temperature and time saving of lyophilized yeast
with the highest number of the viable cells were
determined.

Key words: Pichia anomala yeasts, liophiliza�
tion, protective environment, cell viability.
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Проблема стрессоустойчивости растений —
одна из наиболее фундаментальных и явля�
ется предметом исследований на всех иерар�
хических уровнях. В настоящее время она
стала еще более актуальной из�за обеднения
дикой и культивируемой флоры, вызванно�
го нарушениями (нередко необратимыми)
окружающей среды и климатических усло�
вий. Возникает потребность в растениях,
способных не только выдерживать неблаго�
приятные условия, но и активно им проти�
востоять, т. е. функционировать при стрес�
се. Очевидно, мониторинг таких феноменов
в природных ценозах, а особенно их иденти�
фикация среди полученных в результате
разнообразных биотехнологических экспе�
риментов генотипов, должны базироваться на
гарантированных маркерах устойчивости.

Одним из таких показателей может быть
содержание свободного пролина. Установле�

на положительная корреляция между содер�
жанием свободного пролина и солеустойчи�
востью генотипов и гибридов тыквы [1, 2].
Некоторые авторы даже настаивают на сти�
мулирующем действии NaCl на продуциро�
вание глутамата для последующего синтеза
пролина [3]. Аналогичное явление просле�
живается и при изучении клеточных куль�
тур in vitro [4]. Отмечено возрастание уровня
пролина, связанное с устойчивостью к вод�
ному стрессу [5]. В ряде публикаций показа�
на зависимость содержания свободного про�
лина от действия тяжелых металлов. Так,
способность хрустальной травки расти в вод�
ной культуре при высоких концентрациях
ионов меди или цинка сопровождалась на�
коплением пролина [6]. Устойчивость к ио�
нам никеля и кадмия также связывают с на�
коплением пролина [7, 8]. Следует, однако,
отметить, что в указанных экспериментах

УДК 581.143.6

СОДЕРЖАНИЕ СВОБОДНОГО ПРОЛИНА СОДЕРЖАНИЕ СВОБОДНОГО ПРОЛИНА 
КАК ПОКАЗАТЕЛЬ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИКАК ПОКАЗАТЕЛЬ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ

КЛЕТОЧНОЙ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОЧНОЙ КУЛЬТУРЫ Nicotiana tabacum Nicotiana tabacum L.L.
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Е. Н. Тищенко

Е?mail: oltyko@gmail.com

Проблема стрессоустойчивости растений — одна из наиболее фундаментальных и является пред�
метом исследований на всех иерархических уровнях. В настоящее время она стала еще более акту�
альной из�за обеднения дикой и культивируемой флоры, вызванного нарушениями (нередко необра�
тимыми) окружающей среды и климатических условий.

Получены Cd�резистентные клеточные линии табака (Nicotiana tabacum L .), обладающие комп�
лексной устойчивостью к разным типам засоления и водному дефициту. Из них выделены варианты
(С. №1 и С. №6), растущие на средах, которые содержат троекратно�летальную дозу ионов кадмия.
Клеточные линии продолжали расти в условиях действия летальных доз ионов кадмия, солей морс�
кой воды, сульфата натрия, маннита. При этом относительный прирост биомассы каллуса был наи�
высшим на среде с ионами Cd2+ и превышал этот показатель в нормальных условиях. Изучали содер�
жание свободного пролина в клетках в период их активного развития. Уровень свободного пролина у
клеточной линии С. №1 при культивировании на всех селективных средах превышал контрольные
показатели. У линии С. №6 при выращивании на среде с добавлением Na2SO4 уровень пролина был
ниже контрольных данных. Максимальное содержание пролина в клетках обеих линий зафиксиро�
вано при выращивании на среде с маннитом. Колебания содержания пролина могут быть показате�
лем жизнедеятельности организма в стрессовых условиях. Высказывается предположение о различ�
ных механизмах процесса адаптации Cd�устойчивых линий табака к засолению, что может быть
обусловлено эпигенетическими изменениями.
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количество используемых стрессоров, во�
первых, не достигало летальных пределов,
во�вторых, не была исследована динамика
колебаний содержания пролина, что, по на�
шему мнению, не позволяет установить про�
исхождение данного соединения, а это осо�
бенно важно, учитывая фиксированное (во
всех публикациях) снижение биомассы тес�
тируемых объектов. В предыдущих публи�
кациях мы сообщали о получении клеточ�
ных линий табака, устойчивых к летальным
концентрациям ионов Cd2+ [9, 10]. Эти ли�
нии также росли и пролиферировали при до�
бавлении в культуральные среды летальных
доз солей морской воды, сульфата натрия
(20 г/л) или маннита (145 г/л). Такие комп�
лексно устойчивые феномены выделены
впервые, более того, из них получены фер�
тильные растения, в которых сохраняется
перекрестная устойчивость к различным ти�
пам засоления и водному дефициту.

Ранее нами было установлено, что комп�
лексная устойчивость клеточных линий та�
бака к различным типам осмотического
стресса сопряжена со значительным повы�
шением содержания пролина. При этом име�
ла значение только сила, но не тип стресса
[11]. Поэтому представлялось логичным
изучить роль пролина у Cd�устойчивых кле�
точных линий при культивировании на раз�
личном стрессовом фоне.

Материалы и методы

Устойчивые клеточные линии табака
(Nicotiana tabacum L.) сорта Самсун отбира�
ли на селективных средах, содержащих
50 мкМ ионов Cd2+ (летальная концентрация
для клеточных культур табака дикого типа).
За время пассирования (более 6 мес) отоб�
ранные клоны не только не снижали темп
роста, но среди них были выделены вариан�
ты (С. №1 и С. №6) с повышенным уровнем
устойчивости, растущие в присутствии
150 мкМ данных ионов. Эти клеточные ли�
нии переносили на селективные среды, со�
держащие 20 г/л солей морской воды или
сульфата натрия либо 0,8М (145 г/л) манни�
та. На селективных и контрольной средах
устойчивые клеточные линии культивиро�
вали при постоянной перемене типа стрессо�
вого давления. При этом чередования:
стресс А — стресс В, стресс А — контроль,
контроль — стресс В всегда было произволь�
ным во избежание адаптации.

Определение свободного пролина произ�
водили по модифицированной методике Чи�
нарда [12]. Навеску каллусной ткани расти�

рали в 10 мл 3,0%�го раствора сульфосали�
циловой кислоты для осаждения протеинов.
Гомогенат фильтровали. К 2,0 мл фильтрата
приливали 2,0 мл нингидринового реакти�
ва, приготовленного без нагревания (1,25 г
нингидрина, 30 мл ледяной уксусной кисло�
ты, 20 мл 6 М раствора Н3РО4), и 2,0 мл ле�
дяной уксусной кислоты. Реакционную
смесь инкубировали в течение 1 ч на водя�
ной бане при 100 °C, после чего быстро ох�
лаждали до комнатной температуры, пере�
носили в делительную воронку с 4,0 мл
толуола и встряхивали. Верхний окрашен�
ный слой (хромофор) колориметрировали
против толуола при длине волны λ = 520 нм.
Концентрацию пролина (Х) рассчитывали
по формуле:

Х = a • c • v •100 / a1• v1• н • 1000, 

где a — экстинкция опытного раствора; a1 —
экстинкция стандарта; с — концентрация
стандарта (мкг); v — разведение (10 мл); н —
навеска; v1 — объем, взятый для цветной ре�
акции (2 мл); 100 — расчет в %; 1 000 — пе�
ревод мкг в мг. Стандартную кривую строи�
ли по кристаллическому пролину. 

Поскольку содержание свободного про�
лина существенно варьирует в течение суток
и зависит от возраста культуры, отбор проб
для анализа производили от 8 до 9 ч утра
(время максимального синтеза). Уровень
аминокислоты определяли на 14� и 21�й дни
пассажа; ранее было отмечено, что макси�
мальные абсолютные величины параметра
приходятся именно на этот срок [11].

Эффективность — относительный при�
рост биомассы (Δm), который определяли:

Δm = (mк — mи)/mи, 

где mи, mк — масса каллуса в начале и конце
пассажа соответственно.

Измерения проводили в троекратной био�
логической и двукратной аналитической пов�
торностях и статистически обрабатывали.

Результаты и обсуждение

Уровень свободного пролина — динами�
ческий параметр, изменяющийся даже
в нормальных условиях. Ранее нами был ис�
следован характер флуктуаций в течение
пассажа в норме и при стрессе у устойчивых
и неустойчивых культур [11, 13]. Установ�
лено, что абсолютная величина данного па�
раметра как таковая, вне привязки к конк�
ретному функциональному состоянию
клетки, неинформативна. Содержание про�
лина в культивируемом каллусе определяли
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на 14� и 21�й дни пассажа. Известно, что 
с 7�го по 14�й день культура клеток прохо�
дит стадию логарифмического роста. Это пе�
риод максимального клеточного деления,
следовательно, и максимального использо�
вания аминокислот, в том числе пролина,
для синтеза протеиновых компартментов.
С 14�го дня культура вступает в стадию ста�
ционарного роста, которая длится до 21�го
дня. Далее начинается старение культуры,
ускоряющееся пропорционально исчерпа�
нию ресурсов. Поэтому измерение пролина
на 14� и 21�й дни пассажа, по нашему мне�
нию, наиболее адекватно отражает состоя�
ние культивируемых клеток в период мак�
симальной физиологической активности.

На диаграммах, представленных на
рис. 1, отображено содержание свободного
пролина у различных растущих клеточных
культур табака, культивируемых в нор�
мальных условиях и на различных селек�
тивных средах, а также относительный при�
рост их биомассы, измеренный в конце
пассажа.

Из диаграмм следует, что при культиви�
ровании в нормальных условиях (рис. 1, а)
содержание свободного пролина в клетках не�
высокое; существенного различия между
культурами дикого типа (контроль) и Cd�ус�
тойчивыми вариантами не наблюдалось. Рост
клеточных культур в норме аналогичен.

При перенесении устойчивых клеточных
линий в селективные условия уровень про�
лина (относительно параметра, измеренного
в нормальных условиях) возрастал. На пер�
вый план выступает реакция взаимодей�
ствия генотип/среда (G/E).

Селективная среда с ионами кадмия
(рис. 1, б). Эта среда содержала 150 мкМ ио�
нов Cd2+. Такая концентрация троекратно
превосходила летальную дозу, при которой
проводили селекцию на устойчивость. Одна�
ко исследовавшиеся клеточные линии таба�
ка не только продолжали расти в таких
жестких условиях, но и отличались макси�
мальным показателем относительного при�
роста биомассы, превосходившим даже
показатель, зафиксированный при выращи�
вании Cd�устойчивых вариантов на конт�
рольной среде. Уровень свободного пролина
превышал контрольные значения в 1,6–1,9 ра�
за на 14�й день и более чем в 3 раза — на 21�й
день. Столь существенное увеличение содер�
жания аминокислоты в одно и то же время
не следует, по нашему мнению, считать
следствием стрессовых реакций, учитывая
активный рост каллуса. Более вероятна про�
исходившая в клетках под действием ионов

кадмия стимуляция активности ряда энзи�
мов синтеза пролина по глутаматному пути
[14]. Образовавшийся пролин в период ак�
тивного клеточного деления, вероятно, ис�
пользуется для синтеза протеинов. В пользу
такого предположения свидетельствуют
данные об увеличении общего числа рибосом
и содержании полисом после обработки про�
растающих семян гороха ионами кадмия
[15]. Вместе с тем имеются данные, указыва�
ющие на угнетение роста и снижение уровня
пролина пропорционально увеличению кон�
центрации ионов кадмия [16]. Однако в этих
случаях были использованы не летальные
дозы ионов. Далее с прекращением деления
и переходом клеток в стадию стационарного
роста (14–21�й дни пассажа) пул пролина
возрастал. Генотипических различий в ре�
акции между устойчивыми клеточными ли�
ниями не отмечалось.

Селективные среды с солями морской во?
ды и сульфатом натрия (рис. 1, в, г). Устой�
чивые к ионам кадмия клеточные линии
табака росли в присутствии летальных кон�
центраций солей морской воды и Na2SO4
(модели сульфатно�хлоридного и сульфатно�
го засолений). Относительный прирост био�
массы каллуса, культивированного при
засолении, существенно уступал этому пока�
зателю, измеренному у линий, помещенных
на среды с ионами кадмия. По темпу роста
при засолении устойчивые линии С. №1 и
С. №6 отличались незначительно. В то же
время содержание свободного пролина ука�
зывало на различия в реакции взаимодей�
ствия G/E. У линии С. №1 уровень свободно�
го пролина в клетках был аналогичным при
культивировании на солевом фоне и в прису�
тствии ионов кадмия (рис. 1, б, в, г). В усло�
виях засоления стабильность содержания
пролина в пассаже сохранялась. У линии
С. №6, помещенной на засоление, уровень
пролина в клетках был более динамичным.
Очевидно, Cd�устойчивые линии С. №1
и С. №6 по�разному адаптируются к засоле�
нию. Линию С. №1 можно со значительной
степенью вероятности отнести к условной
категории «пролинпротекторных», т. е. та�
ких, у которых накопление пролина при за�
солении является основным показателем со�
леустойчивости. На эту характеристику,
особенно сочетающуюся (как в настоящем
эксперименте) со снижением относительно�
го прироста биомассы, указывают и другие
источники [11, 17]. Учитывая полифункци�
ональную роль пролина при стрессе, в дан�
ном случае его можно рассматривать как
осморегулирующее соединение [18]. В вакуолях
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Рис. 1. Влияние условий культивирования на содержание свободного пролина и рост биомассы (ΔΔm)
клеточных линий табака №1 и №6: 

а — нормальные условия; 
б — селективная среда, содержащая 150 мкМ Cd2+; 
в — селективная среда, содержащая 2,0% солей морской воды; 
г — селективная среда, содержащая 2,0% Na2SO4; 
д — селективная среда, содержащая 0,8 М маннита
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б б
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г г

д д
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клеток при засолении накапливается значи�
тельное количество ионов Na+, что направлено
на защиту компартментов цитоплазмы. В на�
ших экспериментах этот факт также был уста�
новлен. Для стабилизации осмотического
потенциала в цитоплазме клеток увеличивает�
ся уровень пролина [11]. При этом реакция
клеток на засоления различного типа единооб�
разна, что можно рассматривать как аргумент
осморегулирующей составляющей пролина.

Cd�устойчивая клеточная линия табака
С. №6 реагирует на засоление по�иному. Ес�
ли при выращивании клеток на среде с соля�
ми морской воды содержание пролина в них
незначительно отличается от контрольных
показателей, то при культивировании в ус�
ловиях сульфатного засоления оно ниже
(рис. 1, в, г). Это может свидетельствовать о
минорной роли пролина в солеустойчивости
линии. Очевидно, в клетках задействованы
другие протекторные соединения, в частнос�
ти биогенные амины. Ранее было установле�
но, что ионы кадмия могут стимулировать
синтез полиаминов: путресцина, спермина,
спермидина [15]. Эти соединения сущест�
венно повышают солеустойчивость растений
[19, 20]. С другой стороны, они же могут ин�
гибировать синтез пролина [20]. В связи
с этим предполагается наличие различных
способов процесса адаптации Cd�устойчивых
линий табака к засолению, что может быть
отражением эпигенетических изменений.

Селективная среда с маннитом (рис. 1, д).
Селективную среду, содержащую маннит,
используют для моделирования водного
стресса in vitro. Cd�устойчивые клеточные
линии табака стабильно росли на селектив�
ной среде, содержащей летальную для конт�
роля концентрацию соединения, однако Δm
в этих условиях был наименьшим. Сниже�
ние биомассы, отмечавшееся и ранее, харак�
терно для высокоустойчивых клеточных ли�
ний [11, 17]. Такие клетки отличаются
измененной морфологией: вместо цилинд�
рической клетка приобретает сферическую
форму, вследствие чего снижается объем
клетки. Такая обратимая адаптивная реак�
ция способствует поддержанию осмотичес�
кого баланса при стрессе [17]. Аналогичный
феномен роста наблюдали у устойчивого
к 20,0%�му ПЭГ�10 000 средиземноморско�
го галофита Atriplex halimus L. в присут�
ствии 100 мкМ CdCl2 [21]. В то же время уро�
вень свободного пролина в клетках в этом
варианте опыта был наивысшим (рис. 1, д).
Очевидно, в этом случае пролин выступает

как водоудерживающая молекула [18]. По�
этому вполне объяснимо, что на 14�й день
отмечали максимальное значение показате�
ля: для делящихся клеток особенно необхо�
димо поддержание их водного баланса. По
абсолютной величине содержание свободно�
го пролина в клетках тестированных линий
существенно различалось, однако сходная
динамика его изменений в пределах пассажа
может свидетельствовать о реализации од�
них механизмов устойчивости.

В последнее время изучению роли проли�
на в растениях придают особое значение
[20–22]. Собственная метаболическая систе�
ма этой аминокислоты отличается специфи�
ческими особенностями, позволяющими
рассматривать пролин как «стрессовый
субстрат», в частности: 1) участием пролина
при передаче стрессовых сигналов; 2) значи�
тельным доступным пулом свободного про�
лина; 3) реализацией специфических стрес�
совых функций в процессе метаболизма
пролина [23]. В ряде случаев пролин рас�
сматривается как облигатный источник уг�
лерода для цикла трикарбоновых кислот
[24]. В нашем эксперименте Cd�устойчивые
линии росли на всех селективных средах
(рис. 2). При этом содержание свободного
пролина, его аккумуляция/расходование
соответствовало функциональному состоя�
нию клеток: делению/ растяжению. 

Методом клеточной селекции неодно�
кратно отбирали линии с комплексной ус�
тойчивостью к различным осмотическим
стрессам. Однако летальные дозы ионов тя�
желых металлов для этой цели использовали
в единичных случаях [13]. Преимущество
настоящего метода состоит в том, что в ре�
зультате создаются предпосылки для гаран�
тированного отбора вариантов, адаптирую�
щихся к действию конкретного стрессора,
т. е. отличающиеся физиологической устой�
чивостью, показателем которой может быть
содержание свободного пролина в динамике.

Таким образом, в результате проведен�
ной работы установлено, что клеточные линии
табака, отобранные на селективных средах,
содержащих летальные дозы ионов кадмия,
характеризуются устойчивостью к солевому
стрессу; содержание свободного пролина мо�
жет служить показателем адаптации
к конкретному типу засоления: хлоридно�
му, сульфатно�хлоридному; колебания этого
показателя могут свидетельствовать об
адаптации организма в условиях стресса.
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Рис. 2. Культивирование клеточных культур табака in vitro: 
А — устойчивая линия №1; 
Б — контроль, дикий тип; 
а — нормальные условия;  
б — селективная среда, содержащая 150 мкМ Cd2+; 
в — селективная среда, содержащая 2,0% солей морской воды; 
г — селективная среда, содержащая 2,0% Na2SO4; 
д — селективная среда, содержащая 0,8 М маннита 
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ВМІСТ ВІЛЬНОГО ПРОЛІНУ 
ЯК ПОКАЗНИК ЖИТТЄДІЯЛЬНОСТІ

КЛІТИННОЇ КУЛЬТУРИ 
Nicotiana tabacum L. ПІД ЧАС СТРЕСУ

Л. Є. Сергєєва
Л. І. Броннікова
О. М. Тищенко

Інститут фізіології рослин і генетики НАН
України, Київ
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Проблема стресостійкості рослин — одна
з найбільш фундаментальних і є предметом
досліджень на всіх ієрархічних рівнях. На цей
час вона стала ще актуальнішою через збіднен�
ня дикої і культивованої флори, спричиненого
порушеннями (часто необоротними) навко�
лишнього середовища і кліматичних умов.

Отримано Cd�резистентні клітинні лінії
тютюну (Nicotiana tabacum L.), яким прита�
манна комплексна стійкість до різних типів
засолення та водного дефіциту. З них виділено
варіанти (С. № 1 та С. № 6), що ростуть на сере�
довищах з дозою іонів кадмію, яка втричі пе�
ревищує летальну. Клітинні лінії підтримува�
ли ріст в умовах дії летальних доз іонів кадмію,
солей морської води, сульфату натрію, маніту.
При цьому відносний приріст біомаси калусу
обох ліній був найвищим на середовищі з іона�
ми Cd2+ і перевищував цей показник за нор�
мальних умов. Вивчали вміст вільного проліну
в клітинах в період їх активного розвитку.
Рівень вільного проліну в клітинній лінії —
С. № 1 під час вирощування на селективних се�
редовищах перевищував контрольні показни�
ки. У лінії С. № 6 у разі культивування на се�
редовищі з додаванням Na2S04 рівень проліну
був нижчий за контрольні дані. Максималь�
ний вміст проліну в клітинах обох ліній за�
фіксовано на середовищі з манітом. Коливан�
ня рівня проліну можуть бути показником
життєздатності організму за стресових умов.
Висловлюється припущення про різні способи
процесу адаптації Cd�стійких ліній тютюну до
засолення, що може бути зумовлено епігене�
тичними змінами. 

Ключові слова: N. tabacum L., клітинні лінії,
іони кадмію, осмотичний стрес, стійкість. 

THE FREE PROLINE CONTENT 
AS THE VIABILITY INDEX 

OF Nicotiana tabacum L. CELL CULTURE
UNDER STRESS CONDITIONS

L. E. Sergeeva
L. I. Bronnikova
E. N. Tishchenko

Institute of Plant Physiology and Genetics
of the National Academy of Sciences 

of Ukraine, Kуіv

Е?mail: oltykjo@gmail.com

Problem of plant resistance to stress is one of
the most fundamental and is a scope of research�
es on all hierarchical levels. Currently, it has
become more urgent due to the depletion of wild
and cultivated flora caused by violations (often
irreversible) of ambient and environmental con�
ditions.

Cd�resistant cell lines of tobacco (Nicotiana
tabacum L.) S. No. 1, and S. No. 6 were affected
by cadmium ions, sea water salts, sodium sulfate
and mannitol in lethal dozes. These lines went on
growing under pressure of any stress substance.
Relative mass growth of calli was the greatest
during cultivation on selective media with the
addition of Cd2+�ions and exceeded this parame�
ter measured at normal conditions. Free proline
contents was investigated in periods of cell
active development. During cultivation on all
the selective media, free proline levels of the cell
lines S. No. 1 exceeded benchmarks. Proline level
was smaller than test data when S. No. 6 lines
were cultivated on medium containing Na2S04.
Peaks of the free proline contents were in both
cell lines during their development on mannitol�
containing medium. Free proline content fluc�
tuation could be an indicator of an organism
vital factor under stress conditions. The concept
about different adaptation of Cd�resistant lines
of tobacco to salinity is suggested. 

Key words: N. tabacum L., cell lines, cadmium
ions, osmotic stress, resistance. 
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Першочерговим завданням молочної
промисловості є виробництво якісних і без�
печних для здоров’я населення продуктів. 

Незважаючи на стрімкий розвиток віт�
чизняної харчової промисловості та розши�
рення асортименту молочних продуктів із
застосуванням харчових добавок, в іннова�
ційних технологіях дедалі більше переважа�
ють поняття «збагачення» та «натураль�
ність». Ця тенденція зумовлює зростання
попиту на молочні продукти, збагачені рос�
линними добавками. Адже натуральні
інгредієнти містять біологічно�активні речо�
вини природного походження, виявляють
технологічну функціональність і є визнани�
ми мікронутрієнтами. Саме до таких рецеп�
турних складників можна віднести рослинні
екстракти [1, 2].

Найбільш оригінальним за органолеп�
тичними властивостями серед молочних де�
сертів є морозиво із застосуванням рослин�
них екстрактів. Асортиментний ряд такого
продукту на сьогодні досить обмежений,

оскільки для одержання водних витяжок
застосовують лише чай чорний (ГОСТ 1937,
ГОСТ 1938), чай зелений (ГОСТ 3716), ци�
корій (ТУ У 22331884/006�2000) та каву на�
туральну (ГОСТ 6805) відповідно до ТТІ
31748658�1�2007 до ДСТУ 4733:2007,
4734:2007, 4735:2007. 

З огляду на це науковцями кафедри тех�
нології молока та молочних продуктів
Національного університету харчових тех�
нологій було удосконалено технологію виго�
товлення морозива із застосуванням рослин�
них екстрактів за рахунок використання
принципово нових видів сировини —
гібіскусу, троянди, лаванди та котовника. 

Для розроблення нових видів морозива
на молочній основі було обрано типові ре�
цептури морозива молочного та морозива
молочно�овочевого. Для морозива останньо�
го виду як овочеву основу запропоновано
гарбуз відповідно до ДСТУ 3190�95 «Гарбузи
продовольчі свіжі. Технічні умови». Техно�
логічна та харчова сумісність гарбуза

УДК 637.33
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Першочерговим завданням молочної промисловості є виробництво якісних і безпечних для здо�
ров’я населення продуктів. Незважаючи на стрімкий розвиток вітчизняної харчової промисловості
та розширення асортименту молочних продуктів із застосуванням харчових добавок, в інноваційних
технологіях дедалі більше переважають поняття «збагачення» та «натуральність». Ця тенденція зу�
мовлює зростання попиту на молочні продукти, збагачені рослинними добавками.

У статті наведено результати мікробіологічних досліджень водних екстрактів рослин, які
містять фенольні сполуки й можуть бути використані у виробництві морозива. Виявлено ан�
тимікробну активність екстрактів гібіскусу, троянди, котовника та лаванди стосовно патогенних
тест�культур. Антимікробну дію найбільш ефективних екстрактів троянди та гібіскусу можна пояс�
нити більшою кількістю фенольних сполук (0,149 та 0,140 мг/см3) порівняно з екстрактами лаванди
та котовника (0,085 і 0,132 мг/см3). Проведено перевірку щодо відповідності мікробіологічних по�
казників морозива молочного та молочно�овочевого з рослинними екстрактами вимогам ДСТУ. До�
ведено, що використання рослинних екстрактів поліпшує мікробіологічні показники сумішей та мо�
розива різних видів. Селективність антимікробного впливу досліджуваних екстрактів щодо
спороутворювальних мікроорганізмів матиме практичне значення в технології виготовлення моро�
зива для суттєвого поліпшення його мікробіологічних показників.
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з молочною сировиною зумовлена достатньо
низьким вмістом органічних кислот
(рН 6,30–6,65), високим і різноманітним
вмістом вітамінів (В1, В2, РР, С, К, Т, β�ка�
ротин) та мікроелементів (Nа, К, Са, Мg, Р,
F), наявністю значної кількості вуглеводів
(75–85%), підвищеною засвоюваністю каро�
тиноїдів у присутності жиру [3, 4]. 

Попередньо авторами було вивчено
функціонально�технологічні властивості
рослинної сировини та оптимізовано техно�
логічний процес отримання екстрактів,
встановлено мінімально необхідний вміст
сухих екстрактивних речовин для забезпе�
чення оригінальних смаку, аромату і кольо�
ру готового продукту, розроблено рецептури
нових видів морозива підвищеної біологіч�
ної цінності [5]. Однак, розробляючи та
впроваджуючи нові технології, особливу
увагу слід приділяти вивченню можливих
шляхів мікробіологічної контамінації про�
дукту протягом усього технологічного цик�
лу його виробництва.

Морозиво на молочній основі є сприятли�
вим середовищем для росту мікроорганізмів
у зв’язку з високою поживною цінністю ре�
цептурних компонентів, майже нейтраль�
ним рН (~6,0–6,5) і тривалим зберіганням
(до 12 міс.). Мікрофлора морозива в кількіс�
ному та якісному відношенні формується
в процесі його виробництва. Пастеризація —
основний тепловий процес у технології мо�
розива, який застосовують для знищення
сторонньої мікрофлори в продукті. Подаль�
ші технологічні операції (охолодження, ви�
зрівання суміші) можуть лише інгібувати
ріст залишкової мікрофлори. Проте слід
враховувати, що суміші для виробництва
морозива можуть бути контаміновані після
пастеризації мікробіологічно забрудненими
інгредієнтами, а також у разі недотримання
санітарних норм виробництва на подальших
етапах технологічного процесу. Це вкрай
важливо у технології м’якого морозива,
оскільки в його виробництві відсутній процес
загартування, який може слугувати одним із
чинників пригнічення розвитку або повного
знищення залишкової мікрофлори [6].

Вторинне бактеріальне обсіменіння сумі�
шей для морозива ймовірне після їх пасте�
ризації під час перекачування, охолоджен�
ня, фрезерування, а активація й розвиток
мікроорганізмів можливі у процесі визрі�
вання сумішей (до 24 год при 4±2 °С). Тому
авторами було зроблено припущення щодо
можливості підвищення мікробіологічної
чистоти морозива не лише пастеризацією,
а й внесенням у харчові системи природних

антимікробних, зокрема фенольних, сполук
[7], що входять до складу рослинних екстрак�
тів гібіскусу, троянди, лаванди та котовника.

З метою з’ясування впливу фенольних
сполук на життєдіяльність окремих видів
мікроорганізмів авторами було визначено
антимікробні властивості водних екстрактів
лаванди, котовника, троянди та гібіскусу
стосовно грампозитивних (Staphylococcus
aureus) і грамнегативних (Escherichia coli)
мікроорганізмів та спорової культури (Bacil?
lus subtilis). Зазначені мікроорганізми не
лише спричинюють псування харчових про�
дуктів, а й зумовлюють виникнення інфек�
ційних захворювань і отруєнь у населення [8].

Матеріали і методи

Для проведення досліджень було викорис�
тано рослинну сировину: гібіскус (ТУ У 15.8�
30307990�002:2005 «Чай каркаде», «Чай із
пелюсток суданської троянди»), троянду (ТУ
У 00388079.004�2000 «Пелюстки троянди»),
лаванду (ТУ У 15.8�30474971.002�2002 «Фіто�
чай Лаванда»), котовник (ГСТУ 01.11�37�
512:2006 «Сировина котячої м’яти. Загальні
технічні умови») та їхні водні екстракти. 

Антимікробну дію екстрактів визначали
методом дифузії в щільне живильне середови�
ще (м’ясопептонний агар). Антимікробну ак�
тивність екстрактів виявляли за утворенням
зон пригнічення росту внесених у живильне
середовище тест�культур (Вacillus subtilis,
Esherichia coli, Staphylococcus aureus) навкру�
ги лунок з досліджуваним матеріалом.

Мікробіологічні показники морозива
з рослинними екстрактами визначали після
поверхневого висівання розведеного зразка
на агаризовані живильні середовища: м’ясо�
пептонний агар (виявлення мезофільних
аеробних і факультативно�анаеробних мік�
роорганізмів — МАФАнМ), сусло�агар (дріж�
джів та грибів), середовище № 10 (S. aureus)
та ендосередовище (E. coli). Чашки з посіва�
ми інкубували протягом 2–3 діб за темпера�
тури 37 °С для встановлення загальної
кількості мікроорганізмів (МАФАнМ), пато�
генних мікроорганізмів та бактерій групи
кишкових паличок (БГКП). Посіви на чаш�
ки із середовищем сусло�агар для виявлення
грибів та дріжджів інкубували за температу�
ри 28 °С протягом 5–7 діб [6].

Вміст фенольних сполук в рослинних
екстрактах оцінювали фотокалориметричним
методом з реактивом Фоліна–Деніса [9]. Ста�
тистичну обробку отриманих результатів про�
водили  за допомогою стандартної програми
статистичного оброблення Microsoft Exsel [10].
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Результати та обговорення

Результати проведених досліджень наве�
дено в табл. 1. 

Найбільш виражений антимікробний
ефект проілюстровано на прикладі екстрак�
ту гібіскусу та троянди (рис. 1).

Результати досліджень свідчать про ан�
тимікробну дію різного ступеня стосовно ви�
користовуваних тест�культур. Усі групи
мікроорганізмів виявилися високочутливи�
ми до екстракту троянди. Антимікробну дію

екстракту гібіскусу виявлено щодо тест�
культур Вacillus subtilis, S. aureus. Екстракт
котовника пригнічував розвиток Вacillus
subtilis та E. cоli, а екстракт лаванди — лише
Вacillus subtilis. 

Цей ефект можна пояснити тим, що в до�
сліджуваних екстрактах троянди та гібіску�
су міститься більша кількість фенольних
сполук (0,149 та 0,140 мг/см3) порівняно
з екстрактами лаванди та котовника (0,085
та 0,132 мг/см3).

Селективність антимікробного впливу
досліджуваних екстрактів щодо спороутворю�
вальних мікроорганізмів матиме практичне
значення в технології виготовлення морозива
для суттєвого поліпшення його мікробіологіч�
них показників, оскільки високий вміст
сухих речовин та відносно невисока темпера�
тура пастеризації є причиною часткового збе�
реження активності мікрофлори. 

На наступному етапі було досліджено
вплив рослинних екстрактів на мікробіологіч�
ні показники сумішей для морозива упро�
довж часу їх визрівання. Згідно з розроблени�
ми рецептурами було отримано суміші для
морозива молочного та молочно�овочевого
з екстрактами гібіскусу, троянди, лаванди
і котовника. Як контроль використовували
молочну та молочно�гарбузову суміші для мо�
розива без екстрактів. Пастеризовані, гомоге�
нізовані та охолоджені зразки сумішей визрі�
вали протягом 24 год при температурі 4±2 °С. 

Загальну кількість колонієутворюваль�
них одиниць мезофільних аеробних і факуль�
тативно�анаеробних мікроорганізмів (КУО
МАФАнМ) у сумішах для морозива з екстрак�
тами та контрольних зразків визначали як
для свіжоприготовлених сумішей, так і в про�
цесі їх визрівання на 6�, 12� та 24�ту год [11].

Результати досліджень для молочних
сумішей проілюстровано на рис. 2.

Виявлено, що в зразках молочних сумі�
шей з рослинними екстрактами кількість
мікроорганізмів зменшується на порядок
після 6 год визрівання порівняно з конт�
рольним зразком. Найбільша антимікробна
дія характерна для екстрактів троянди та
гібіскусу. На 12�ту годину визрівання вплив
на залишкову мікрофлору для цих систем
був максимальний. Тривалість визрівання
більше 12 год для всіх зразків є недоціль�
ною. Таким чином, внесення вищезазначе�
них рослинних екстрактів як рецептурних
інгредієнтів у суміші для морозива перед
визріванням дасть змогу не лише збагатити
готовий продукт біологічно активними
речовинами, а й покращити його мікробіо�
логічні показники.

Таблиця 1. Антимікробна дія 
рослинних екстрактів

Водний
екстракт

Зона пригнічення росту 
тестaкультур, мм

Вacillus
subtilis

Esherichia
coli

Staphylococcus
aureus

Троянди 60 8 18 

Гібіскусу 12 0 2

Котовника 5 2 0

Лаванди 2 0 0

Рис. 1. Антимікробна дія екстракту троянди (А)
та гібіскусу (Б) відносно тестaкультури 

Вacillus subtilis:
(стрілками позначено зони пригнічення росту

тест�культур)

А

Б
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Для розширення спектра застосування
виявленого антимікробного ефекту авторами
було поєднано найефективніші екстракти
гібіскусу та троянди з молочно�гарбузовою
сумішшю. Така суміш потребує додаткової
ароматизації та підвищення гостроти смаку,
тому обрані екстракти можна застосовувати
і як смако�ароматичні добавки.

Вплив рослинних екстрактів на мікро�
біологічні показники молочно�овочевих
сумішей проілюстровано на рис. 3.

Вміст мікроорганізмів у молочно�овоче�
вій суміші без екстрактів більший в середньо�
му на 30 % порівняно з контрольним зраз�
ком і майже в 3 рази перевищує інші зразки
на 24�ту год визрівання, що підтверджує
встановлений раніше ефект на прикладі мо�
лочних сумішей. Зразки з овочевим компо�
нентом, порівняно з молочною сумішшю, ха�
рактеризуються більшим мікробіологічним
обсіменінням, що пояснюється застосуван�

ням свіжої овочевої сировини, яка в процесі
підготовки безпосередньо контактує з облад�
нанням, повітрям, руками робітників та ін.

З метою перевірки впливу екстрактів на
здатність нових видів морозива до зберігання
було досліджено кількість КУО МАФАнМ
в 1 г морозива молочного та молочно�овоче�
вого протягом 12 міс зберігання за темпера�
тури –24 °С (табл. 2, 3).

Загальна тенденція щодо зміни мікробіо�
логічних показників для молочних сумішей
підтверджується і для молочно�овочевих. 

Вміст БГКП, дріжджів, плісняви у всіх
зразках морозива під час зберігання не пере�
вищував нормативні показники за ДСТУ
4733:2007, 4734:2007, 4735:2007.

У всіх зразках протягом часу зберігання
виявлено зменшення КУО МАФАнМ як під
дією антимікробних сполук, так і низьких
температур.

Для зразків з екстрактами троянди та
гібіскусу на 4�й міс зберігання мікроор�
ганізмів не виявлено, а в контрольному та
досліджуваних зразках з екстрактами ко�
товника і лаванди кількість мікроорганізмів
була на порядок більшою. Отже, як для мо�
розива молочного, так і для молочно�овоче�
вого максимальну антимікробну дію вияв�
ляють екстракти троянди та гібіскусу. 

Таким чином, встановлено антимікробну
дію рослинних екстрактів стосовно викорис�
товуваних тест�культур: усі групи мікроор�
ганізмів виявилися високочутливими до
екстракту троянди; антимікробну дію
екстракту гібіскусу виявлено щодо тест�
культур Вacillus subtilis, Staphylococcus
aureus; екстракт котовника пригнічував
розвиток Вacillus subtilis та Esherichia cоli;
екстракт лаванди — лише Вacillus subtilis. 

Антимікробну дію найбільш ефективних
екстрактів троянди та гібіскусу можна поясни�
ти більшою кількістю фенольних сполук (0,149
та 0,140 мг/см3) порівняно з екстрактами ла�
ванди і котовника (0,085 та 0,132 мг/см3).

Селективність антимікробного впливу
досліджуваних екстрактів щодо спороутво�
рювальних мікроорганізмів матиме прак�
тичне значення в технології виготовлення
морозива для суттєвого поліпшення його
мікробіологічних показників.

Тривалість визрівання сумішей більше
12 год є недоцільною, тому що сприятиме
зниженню витрат холодоносія і скороченню
виробничого циклу.

Виявлений антимікробний ефект застосову�
ваних екстрактів є характерним для всіх дослі�
джуваних сумішей морозива на молочній основі.

Рис. 2. Зміна загальної кількості 
мікроорганізмів у молочних сумішах 
з екстрактами під час їх визрівання

Рис. 3. Зміна загальної кількості 
мікроорганізмів у молочноaовочевих сумішах 

з екстрактами під час їх визрівання
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Таблиця 2. Мікробіологічні показники морозива молочного 
на основі екстрактів (КУО МАФАнМ в 1 г)

Вид 
морозива

Тривалість зберігання

Свіжовиго�
товлене 3 доби  7 діб 1

місяць
2

місяці
4

місяці
6

місяців
8

місяців
10

місяців
12

місяців

Контроль (морозиво
молочне) 2·104 4·103 1,5·103 2·102 102 10  Не виявлено

Морозиво молочне з
екстрактом троянди 2·104 1,5·103 5·102 102 10  Не виявлено

Морозиво молочне з
екстрактом гібіскусу 2·104 2·103 5·102 102 10  Не виявлено

Морозиво молочне
з екстрактом 

котовника
2·104 2,5·103 5·102 1,5·102 10  10  Не виявлено

Морозиво молочне з
екстрактом лаванди 2·104 3·103 6·102 1,5·102 10  10  Не виявлено

Таблиця 3. Мікробіологічні показники морозива молочноaовочевого (КУО МАФАнМ в 1 г)

Вид 
морозива

Тривалість зберігання

Свіжовиго�
товлене 3 доби  7 діб 1

місяць
2

місяці
4

місяці
6

місяців
8

місяців
10

місяців
12

місяців

Контроль (морози�
во молочне) 2·104 4·103 1,5·103 2·102 102 10  Не виявлено

Морозиво молочно�
гарбузове 3·104 2·104 1·104 5·103 2·103 1·103 102 10  Не виявлено

Морозиво молочно�
гарбузове 

з екстрактом 
троянди

3·104 1·104 1,5·103 2·102 10  Не виявлено

Морозиво молочно�
гарбузове 

з екстрактом
гібіскусу

3·104 1,5·104 2,5·103 5·102 1,5·102 2·10 Не виявлено
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ
РАСТИТЕЛЬНЫХ ЭКСТРАКТОВ 

ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА МОРОЖЕНОГО

Г. Е. Полищук
Е. В. Гулак

А. В. Згурский
М. Н. Антонюк 

Национальный университет 
пищевых технологий, Киев

E?mail: milknuft@bigmir.net

Первоочередным заданием молочной про�
мышленности является производство качест�
венных и безопасных для здоровья населения
продуктов. Несмотря на стремительное разви�
тие отечественной пищевой промышленности
и расширение ассортимента молочных продуктов
с применением пищевых добавок, в инноваци�
онных технологиях все более преобладают по�
нятия «обогащение» и «натуральность». Эта
тенденция предопределяет рост спроса на мо�
лочные продукты, обогащенные растительны�
ми добавками. 

В статье представлены результаты микро�
биологических исследований водных экстрак�
тов растений, которые содержат фенольные со�
единения и могут быть использованы при
производстве мороженого. Установлена анти�
микробная активность экстрактов гибискуса,
розы, котовника и лаванды по отношению
к патогенным тест�культурам. Антимикроб�
ное действие наиболее эффективных экстрак�
тов розы и гибискуса можно объяснить боль�
шим количеством фенольных соединений
(0,149 и 0,140 мг/см3) по сравнению с экстракта�
ми лаванды и котовника (0,085 и 0,132 мг/см3).
Проведена проверка на соответствие микроби�
ологических показателей требованиям ГОСТ на
мороженое молочное и молочно�овощное с рас�
тительными экстрактами. Доказано, что ис�
пользование растительных экстрактов улуч�
шает микробиологические показатели смесей
и мороженого различных видов. Селектив�
ность антимикробного влияния исследуемых
экстрактов относительно спорообразующих
микроорганизмов будет иметь практическое
значение в технологии изготовления мороже�
ного для существенного улучшения его микро�
биологических показателей.

Ключевые слова: растительные экстракты,
антимикробная активность, производство мо�
роженого.

MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS
OF PLANT EXTRACTS 

FOR ICE CREAM PRODUCTION

G. E. Polischuk
O. V. Gulak

A. V. Zgurskiy
M. M. Antonyuk

National University of Food Technologies, Kiyv

E?mail: milknuft@bigmir.net

A primary task of dairy industry is the pro�
duction of qualitative and safe�health level pro�
ducts for population. Despite rapid development
of the domestic food industry and diversification
of dairy products with nutrient additives, the
concepts of «enrichment» and «natural» are
increasingly dominating in innovative technolo�
gies. This tendency predetermines demand
growth for dairy products enriched with veg�
etable additives.

The microbiological studying results of plant
aqueous extracts that contain phenol compounds
and could be used in the ice cream production are
given in the article. Antimicrobial activity of the
extracts of hibiscus, roses, nepeta and lavender
were found in relation to pathogenic test cul�
tures. The antimicrobial action of the most effec�
tive extracts of rose and hibiscus could be attri�
buted to the large amount of phenolic compounds
(0.149 and 0.140 mg/cm3) compared to extracts
of lavender and nepeta (0.085 and 0.132 mg/cm3).
It is proved that herbal extracts improve micro�
biologic factor of mixtures of different types of
ice cream. Selectivity of antimicrobial influence
of the investigated extracts on spore�forming
micro�organisms would be of practical value for
the ice cream production technique to signifi�
cantly improve its microbiological indicators.

Key words: plant extracts,  antimicrobic action,
ice cream production.
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При промышленном производстве холин�
эстераз и в лабораторной практике иногда
возникает необходимость в идентификации
этих энзимов. Это может быть связано с на�
рушениями маркировки в процессе произво�
дства энзимов, а также при контроле и хра�
нении готовой продукции.

Широко известна возможность иденти�
фикации типов холинэстераз путем сравни�
тельной оценки их способности гидролизо�
вать при оптимальных условиях холиновые
эфиры «стандартного набора»: ацетилхо�
лин, пропионилхолин, бутирилхолин и аце�
тил�β�метилхолин. Так, ацетилхолинэстера�
зы с наибольшей скоростью гидролизуют
субстрат ацетилхолин, пропионилхолинэс�
теразы — субстрат пропионилхолин, бути�
рилхолинэстеразы — субстрат бутирилхо�
лин, ацетил�β�метилхолинэстеразы —
субстрат ацетил�β�метилхолин [1]. Этот спо�

соб позволяет идентифицировать типы хо�
линэстераз, но не пригоден для надежной
идентификации индивидуальной холинэсте�
разы внутри одного типа. Это прежде всего
связано с недостаточно выраженной суб�
стратной внутритиповой специфичностью
холинэстераз. 

Известен способ определения различий
между ацетилхолинэстеразами и бутирил�
холинэстеразами путем сравнения чувстви�
тельности идентифицируемого энзима
к различным ингибиторам [2]. Он дает воз�
можность, например, отличить ацетилхоли�
нэстеразу эритроцитов лошади от бутирил�
холинэстеразы сыворотки крови лошади:
первый энзим намного более чувствителен
к параоксону, чем к изопестоксу, а второй,
наоборот, имеет большую чувствительность
к изопестоксу, чем к параоксону. Существует
также способ идентификации индивидуальной
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При промышленном производстве холинэстераз и в лабораторной практике иногда возникает не�
обходимость в идентификации этих энзимов. Это может быть связано с нарушениями маркировки в
процессе производства энзимов, а также при контроле и хранении готовой продукции.

Предложен способ идентификации, позволяющий отличить бутирилхолинэстеразу из сыворотки
крови лошади от холинэстераз из других биологических источников: ацетилхолинэстераз — из
электрического органа электрического ската и угря, из эритроцитов верблюда, лошади и человека;
бутирилхолинэстераз — из сыворотки крови и из мозговой ткани голубя; пропионилхолинэстераз —
из сыворотки крови и из мозговой ткани. Способ основан на различной чувствительности холинэсте�
разного домена (каталитического центра) этих энзимов к двум обратимым фосфониевым ингибито�
рам: (С6Н5)3 Р+– СН3·I– (1) и (С6Н5)3 Р+– СН2СН2СН3·Br–(2). Для каждого энзима определяют концент�
рацию ингибитора (С1 для ингибитора�1 и С2 для ингибитора�2), которая уменьшает энзиматическую
активность в 2 раза, затем вычисляют величину отношения С1/С2. Если эта величина больше, чем 4,
можно сделать вывод о том, что идентифицируемым энзимом является бутирилхолинэстераза из сы�
воротки крови лошади.
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ацетилхолинэстеразы среди энзимов этого
же класса [3], позволяющий отличить аце�
тилхолинэстеразу из электрических рыб от
ацетилхолинэстеразы эритроцитов челове�
ка, лошади и верблюда. Он основан на раз�
личиях в чувствительности этих энзимов
к обратимому ингибирующему действию
пяти фосфониевых соединений. 

Особенности каталитических свойств ак�
тивного центра холинэстераз по отношению
к различным ингибиторам, в том числе
и к обратимым фосфониевым, активно изу�
чаются [4, 5]. Накоплен значительный экс�
периментальный материал, анализ которого
дает возможность приблизиться к решению
вопроса об идентификации некоторых энзимов. 

В настоящей работе описан способ, даю�
щий возможность отличить бутирилхоли�
нэстеразу из сыворотки крови лошади от хо�
линэстераз, выпускаемых промышленным
способом из других биологических источни�
ков (бутирилхолинэстераза, пропионилхо�
линэстераза). Способ основан на сравнении
чувствительности холинэстераз к обратимо�
му ингибирующему действию двух фосфо�
ниевых соединений: (С6Н5)3Р+– СН3·I–

и (С6Н5)3Р+–СН2СН2СН3·Br–.
В работе в качестве субстратов применя�

ли ацетилхолин, бутирилхолин и ацетилтио�
холин йодистые (Chemapol, Чехия).

Как обратимые ингибиторы использова�
ли два фосфониевых соединения, синтез ко�
торых описан в работах [6, 7]: 

(С6Н5)3Р+– СН3·I–  (ингибитор 1);     

(С6Н5)3Р+– СН2СН2СН3·Br– (ингибитор 2). 

Использовали частично очищенные лио�
филизированные препараты ацилхолинэсте�
раз (НФ 3.1.1.8): бутирилхолинэстеразы из
сыворотки крови лошади (БуХЭЛ) и голубя
(БуХЭГ) c удельной активностью 9,6 Е/мг
и 12 Е/мг соответственно, бутирилхолинэсте�
разу из мозговой ткани (БуХЭБг) — 18 Е/мг;
пропионилхолинэстеразы (НФ 3.1.1.8) из
мозговой ткани (ПХЭ № 1) и из сыворотки
крови (ПХЭ № 2) — 53 Е/мг и 0,7 Е/мг соот�
ветственно; ацетилхолинэстеразы (НФ 3.1.1.7)
из электрического органа электрического
ската Torpedo marmorata (АХЭС) — 1 000 Е/мг
и электрического угря Electrophorus electri?
cus (АХЭУ) — 1 000 Е/мг (Sigma, США), из
эритроцитов верблюда (АХЭВ) — 0,02 Е/мг,
лошади (АХЭЛ) — 1,2 Е/мг и человека
(АХЭЧ) — 6,1 Е/мг. Препараты холинэсте�
раз изготовлены в Пермском НИИВС.

Удельную активность энзимов определя�
ли методом потенциометрического титрова�

ния с использованием в качестве субстрата
2 мМ ацетилхолина для ацетилхолинэсте�
раз и 2 мМ бутирилхолина для ацилхоли�
нэстераз (25 °С, 0,1 М хлорид калия, рН 7,5). 

Скорость холинэстеразного гидролиза
ацетилтиохолина в отсутствие и в присут�
ствии ингибитора устанавливали фотомет�
рическим методом Эллмана [8] при темпера�
туре 25 °С, рН 7,5. Реакционная смесь
состояла из 1 мл 1 мМ раствора 5,5′�дитио�
бис�(2�нитробензойной кислоты) в 100 мМ
фосфатном буфере (рН 7,5), 1 мл раствора
энзима (0,2 E/мл), 1 мл 0,5 М раствора хло�
рида калия, 1 мл воды в контрольной пробе
или 1 мл раствора ингибитора в опытной
пробе и 1 мл 2,5 мМ раствора ацетилтио�
холина. 

С помощью фотоэлектроколориметра
ФЭК�56 (светофильтр № 3) измеряли время в
секундах, за которое оптическая плотность
реакционной смеси возрастает на величину
0,1 (tк — в контрольном опыте без ингибито�
ра, tоп — в опыте с ингибитором). Подбирали
такую концентрацию ингибитора, при кото�
рой энзиматическая активность уменьшит�
ся вдвое, т. е. tоп / tк = 2.

С целью идентификации БуХЭЛ была ис�
следована чувствительность холинэстераз,
полученных промышленным способом, к фос�
фониевым соединениям, из которых выбраны
два — ингибитор 1 и ингибитор 2. В таблице
приведены их концентрации, уменьшаю�
щие холинэстеразную активность в два раза
(С1 — для ингибитора 1 и С2 — для ингибито�
ра 2). Из данных таблицы следует, что наи�
меньшую чувствительность к обоим ингиби�
торам проявляет только БуХЭБг (С1 = С2 =
1 200 мкМ), а наибольшую — АХЭЧ (52 и 120 мкМ).
Значения С1 и С2 для БуХЭЛ не выделяются
среди таковых для других холинэстераз. БуХЭЛ
проявляет примерно одинаковую чувстви�
тельность к ингибитору 1 наряду с БуХЭГ,
ПХЭ №1, ПХЭ №2, АХЭЛ и АХЭС (300–430
мкМ), и все они уступают в чувствительнос�
ти АХЭВ, АХЭЧ и АХЭУ (120–200 мкМ).
Что касается ингибитора 2, то БуХЭЛ, наря�
ду с АХЭЧ и АХЭВ, наиболее чувствительны
к нему (40–82 мкМ) и существенно отлича�
ются по этому показателю от остальных хо�
линэстераз (150–600 мкМ). Из вышесказан�
ного следует, что концентрации С1 и С2 не
позволяют надежно отличить БуХЭЛ от дру�
гих холинэстераз. Однако, если сравнить
действие ингибиторов 1 и 2 на каждый эн�
зим, отчетливо видно, что только у БуХЭЛ
наблюдается особенно большая разница в их
действии: величина С1 превышает С2 в 9,5
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раза (С1/С2 = 9,5). Для остальных холинэсте�
раз величины С1/С2 колеблются от 0,7 до
2,5. Выявленная особенность в чувствитель�
ности БуХЭЛ к ингибиторам 1 и 2 позволяет
надежно отличить этот энзим от холинэсте�
раз, производимых из других биологичес�
ких источников.

Принимая во внимание вышеизложен�
ное, идентификацию БуХЭЛ предлагается

осуществлять таким образом. Подбирают та�
кую концентрацию ингибитора [С1 — для
(С6Н5)3Р+–СН3·I– и С2 — для ингибитора
(С6Н5)3Р+–СН2СН2СН3·Br–], которая умень�
шает холинэстеразную активность в два ра�
за, затем вычисляют величину отношения
С1/С2 и в том случае, если эта величина боль�
ше, чем 4, делают вывод, что идентифициру�
емым энзимом является БуХЭЛ.

Концентрации ингибиторов 1 (С1) и 2 (С2), 
при которых холинэстеразная активность уменьшается в 2 раза, 

и величины их отношения (С1/С2)
(Погрешность 10%; n = 5; P = 0,95)
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Энзим С1, мкМ С2, мкМ С1/С2

БуХЭЛ 380 40 9,5 

БуХЭГ 430 280 1,5 

БуХЭБг 1200 1200 1,0 

ПХЭ №1 430 600 0,7 

ПХЭ №2 380 280 1,4 

АХЭВ 200 80 2,5 

АХЭЛ 380 150 2,5 

АХЭЧ 120 52 2,3 

АХЭС 300 360 0,8 

АХЭУ 180 210 0,9 



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 4, №4, 2011

104

СПОСІБ ІДЕНТИФІКАЦІЇ 
БУТИРИЛХОЛІНЕСТЕРАЗИ 
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Під час промислового виробництва холін�
естераз в лабораторній практиці іноді виникає
необхідність в ідентифікації цих ензимів. Це
може бути пов’язано з порушеннями марку�
вання в процесі виробництва ензимів, а також
контролю та зберігання готової продукції.

Запропоновано спосіб ідентифікації, що
дозволяє відрізнити бутирилхолінестеразу із
сироватки крові коня від холінестераз з інших
біологічних джерел: ацетилхолінестераз —
із електричного органа електричного ската
і вугра, з еритроцитів верблюда, коня і люди�
ни; бутирилхолінестераз — із сироватки крові
та мозкової тканини голуба; пропіонілхолінес�
тераз — із сироватки крові та мозкової ткани�
ни. Спосіб ґрунтується на різній чутливості
холінестеразного домена (каталітичного цент�
ру) цих ензимів до двох оборотних фосфоніє�
вих інгібіторів: (С6Н5)3Р+– СН3·I– (1) і
(С6Н5)3Р+– СН2СН2СН3·Br– (2). Для кожного
ензиму визначають концентрацію інгібітора
(С1 для інгібітора�1 і С2 для інгібітора�2), яка
зменшує ензиматичну активність у 2 рази,
потім обчислюють величину відношення
С1/С2. Якщо ця величина більша за 4, можна
зробити висновок про те, що ідентифікованим
ензимом є бутирилхолінестераза із сироватки
крові коня.

Ключові слова: ацетилхолінестераза, бути�
рилхолінестераза, пропіонілхолінестераза,
фосфонієві інгібітори.
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In the industrial production of cholineste�
rase and in laboratory practice, sometimes it
needs to identificate these enzymes. It might be
due to violations of labeling in enzyme produc�
tion and control and storage of the readymade
products as well.

A method for identification of horse serum
butyrylcholinesterase out of cholinesterases
from other biological sources such as acetyl�
cholinesterases of the electric eel and numbfish
electric tissues, out of the human, horse and
camel erythrocytes; butyrylcholinesterases — of
the pigeon blood serum and pigeon brain tissue;
propionylcholinesterases — out of the serum and
the brain tissue was suggested. The method is based
on different sensitivity of cholinesterase domen (cat�
alytic centre) of there enzymes to the two reversible
phosphonium inhibitors: (С6Н5)3Р+– СН3·I– (1) and
(С6Н5)3Р+– СН2СН2СН3·Br– (2). For this purpose
inhibitor concentration (C1 for inhibitor 1 and C2
for inhibitor 2) decreasing enzymatic cleavage of
each cholinesterase twofold was determined and
then the value of relation С1/С2 was calculated.
The identified cholinesterase was horse serum
butyrylcholinesterase if the value С1/С2 was
higher than 4.

Key words: acetylcholinesterase, butyrylcholin�
esterase, propionylcholinesterase, phosphonium
inhibitors.
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РЕЦЕНЗІЯРЕЦЕНЗІЯ
на книгу «Advanced Fluorescence

Reporters in Chemistry and Biology III» 
за редакцією О. П. Демченка 

(Springer Series of Fluorescence, т. 10, 
видавництво Springer, 2011)

Збірка «Springer Series of Fluorescence»
є досить популярною серед науковців, ос�
кільки там друкуються найкращі розробки
в галузі флуоресцентної спектроскопії, які
було відзначено увагою дослідників на кон�
ференціях та в часописах. Не є винятком
і останній, 10�й том збірки, де упорядником
є український фахівець, д. б. н. проф. О. П. Дем�
ченко. Збірку присвячено флуоресцентним
репортерам — молекулярним пристроям,
які з однаковим успіхом можна віднести і до
популярної зараз галузі нанотехнології, і до
завжди скромної у саморекламі «пікотехно�
логії», інакше кажучи — до одного із сучас�
них напрямів фізичної органічної хімії.

Флуоресцентні репортери та їх різновиди —
флуоресцентні зонди і мітки — дедалі шир�
ше застосовують у різних галузях науки
і практики. Переважна більшість завдань,
пов’язаних з міжмолекулярними взаємодія�
ми в складних системах, вирішується з їх
допомогою. Це — найбільш ефективні моле�
кулярні інструменти сучасної біології, ме�
дицини та супрамолекулярної хімії і, оче�
видно, їхня ефективність у перспективі
лише зростатиме. 

Як і до будь�якого інформаційного при�
строю, до флуоресцентного репортера вису�
вається декілька ключових вимог, пов’язаних
із кількістю, адекватністю та стабільністю
передачі інформації від об’єкта досліджен�

ня. У світлі цих вимог, залежно від об’єкта
дослідження та поставленого завдання, ра�
зюче змінюється дизайн флуоресцентного
репортера. Розглянемо докладно, що ж про�
понується читачеві у 10�му томі збірки.

Передусім слід відзначити значний вне�
сок українських учених у рецензоване ви�
дання. Йдеться не лише про перший розділ
та частину другого, які написано власне
О. П. Демченком у співавторстві з молодим
фізиком�теоретиком — к. ф.�м. н. Семеном
Ясилевським, але й доробок дослідницької
групи відомого теоретика і практика —
д. х. н. Сергія Ярмолюка. А найбільш важ�
ливим у зазначеному аспекті є те, що цей
внесок — не результ протекціонізму, а ре�
альне свідчення передових позицій ук�
раїнських учених у цій важливій галузі
світової науки.

У першому розділі розглядаються су�
часні підходи до моделювання міжмолеку�
лярних взаємодій у багатокомпонентних
(у тому числі гетерогенних) рідинах та
структурної динаміки таких рідин методами
квантової та молекулярної механіки. Важ�
ливо, що цей розділ написано у чіткому
й доступному стилі підручника. Тому він бу�
де корисним не лише спеціалістам у галузі
молекулярної динаміки, а й науковцям, що
хочуть поглибити свої уявлення про молеку�
лярну структуру біосистем та про спект�
ральні ефекти, які є характерним виявом
окремих типів міжмолекулярних взаємодій
у рідинах. Висвітлюється природа таких
фізичних властивостей рідин, як поляр�
ність, в’язкість, водневе зв’язування, пере�
важна сольватація тощо. На прикладах
молекул флуоресцентних барвників опи�
сується статична і динамічна взаємодія ок�
ремої молекули з оточенням.   

Другий розділ присвячено застосуванню
флуоресцентних репортерів у вивченні окре�
мих властивостей рідин та їхніх важливих
складових. Окрім найбільш актуальних
прикладів біооб’єктів у воді тут представ�
лені також органічні полімери і досить
унікальний тип середовища — іонні рідини.
Саме з них і розпочинається розгляд впливу
структури оточення на флуоресценцію
зондів сольватохромної природи (A. Samantha).
Далі йдеться про використання флуоресце�
нтних зондів для вивчення полімерів і про�
цесу полімеризації (A. Brouwer), а також

РРРРЕЕЕЕЦЦЦЦЕЕЕЕННННЗЗЗЗІІІІЇЇЇЇ
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рідкокристалічних структур, міцел і ліпід�
них бішарів (A. Demchenko). Читач має змогу
познайомитися з принципами дії, будовою
та властивостями численних характерних
представників флуоресцентних зондів у ви�
щезгаданій множині середовищ. Загалом,
другий розділ є наочною демонстрацією
можливостей флуоресцентних репортерів у
вирішенні важливих завдань окремих нап�
рямів сучасної науки та практики. 

Принципи мічення біооб’єктів розгляну�
то у третьому розділі. Перші дві частини
стосуються флуоресцентного мічення
нуклеїнових кислот (S. Yarmoluk) і подаль�
шого вивчення їхньої взаємодії з іншими
біомолекулами методами флуоресцентної
спектроскопії (Y. Li). Далі обговорюються
численні варіанти ковалентної іммобілізації
флуорофора на пептиді, протеїні чи нук�
леїновій кислоті (С. Schultz) з використан�
ням різних типів функціональних груп —
як у природній молекулі, так і в барвникові,
що слугує міткою. Розглядаються можли�
вості прямого ковалентного мічення про�
теїнів безпосередньо в клітині, тканинах чи
в оганізмі. 

В наступній частині розділу (С. Spag�
nuolo) йдеться про новий ефективний метод
селективного ковалентного мічення про�
теїнів in vitro й in vivo за допомогою біар�
сенітних похідних органічних флуорофорів
та генетично введених у протеїн тетрацис�
теїнових послідовностей. Висока міцність
зв’язку мітки з протеїном, що забезпе�
чується чотирма ковалентними зв’язками,
та висока селективність використаного
принципу іммобілізації робить його дедалі
популярнішим у дослідженнях клітинних
процесів.

Більш універсальний у застосуванні ме�
тод мічення in vitro й in vivo розроблено для
олігогістидинових протеїнів (J. Piehler).
У ньому висока афінність флуоресцентної
мітки до протеїну створюється за рахунок

насичення координаційної сфери металу
в комплексі його з міткою (Zn2+, Cu2+, Co2+,
Ni2+) з подальшим приєднанням кількох
гістидинових залишків протеїну. У даному
разі мітка має специфічну будову. Вона мо�
же містити кілька центрів координації мета�
лу, з’єднаних довгим лінкером з флуорофо�
ром. Зв’язування з протеїном завжди
спричинює спалах флуоресценції.

Дві частини останнього, п’ятого розділу
безпосередньо стосуються мічення біооб’єк�
тів in vivo. Тут обговорюються принципи зас�
тосування нових зондів з флуоресценцією на
межі ІЧ�області для досліджень судинних
процесів, зокрема тромбоутворення, карци�
ногенезу тощо (J. Klohs). Фінальним акор�
дом збірки можна вважати частину, присвя�
чену неінвазивним методам спостереження
за функціями окремих органів тварини за
допомогою зондів із флуоресценцією на
межі ІЧ�області (A. Harmelin). Розглядаєть�
ся повний цикл спостереження починаючи
від підбору флуоресцентного репортера, ме�
тодів його уведення в організм та отримання
тривимірного зображення і закінчуючи зас�
тосуванням методу в поєднанні з магніторе�
зонансною та рентгенотомографією, біолю�
мінесценцією тощо. 

Отже, збірка «Advanced Fluorescence
Reporters in Chemistry and Biology III»
є змістовною і актуальною, корисною для
широкого кола науковців. А стиль та виклад
матеріалу, зокрема велика кількість кольо�
рових ілюстрацій та наведені в кожній час�
тині базові принципи методу, робить її до�
ступною навіть для аспірантів та студентів.  

Д?р хім. наук, проф. В. Г. Пивоваренко,
хімічний факультет 

Київського національного
університету імені Тараса Шевченка
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Перепрограмовані стовбурові клітини
ініціюють імунну реакцію у мишей

Ставиться під сумнів практичне застосу�
вання препаратів індукованих плюрипоте�
нтних стовбурових клітин. У нещодавно
опублікованому журналом Nature дослі�
дженні повідомляється, що перепрограмо�
вані стовбурові клітини, призначені для
проростання в різні типи тканин, можуть
відторгатися, навіть якщо вони пересаджені
індивідуумові, від якого їх отримано.

Дослідження проводили в Університеті
Сан�Дієго, шт. Каліфорнія, США, під керів�
ництвом Ян Х’ю (Yang Xu). Результати їх
стали шокуючими для регенеративної меди�
цини, адже досі більшість учених вважали,
що перепрограмовані клітини з власних тка�
нин людини можна було безпечно пересад�
жувати цій самій людині. 

Пауль Фейрчілд (Paul Fairchild), імунолог
і біолог, який досліджує стовбурові клітини
в Оксфордському університеті Великобританії,
вважає, що такий «сюрприз» ставить під сум�
нів перспективи використання індукованих
стовбурових клітин у медицині. Нещодавно
було проведено дослідження ембріональних
стовбурових та індукованих плюрипотентних
стовбурових клітин миші (iPS). Обидва типи
клітин виявилися плюрипотентними. А це оз�
начає, що вони можуть перетворюватися на
багато інших видів клітин.

Потенціал зміни
Дослідники групи під керівництвом Х’ю

пересаджували стовбурові клітини миші ге�

нетично ідентичним тваринам. Це імітувало
трансплантацію клітин одній і тій самій лю�
дині. При трансплантації ембріональні стов�
бурові клітини спричинювали тератоми —
пухлини, що містять хаотичне нагромад�
ження типів клітин, використовуваних як
плюрипотентні. Більшість iPS�клітин, нав�
паки, не могли сформувати або створити те�
ратоми і були зруйновані або відторгнені
імунною системою реципієнта. 

Учені Єрусалимського університету
Ізраїлю під керівництвом Ніссима Бен�
веністі (Nissim Benvenisty ) припустили, що
iPS�клітини пацієнтів можна було б знову їм
і пересадити. Вони виявили, що певні гени
були експресовані на значно вищому рівні
в тератомах, утворених iPS�клітинами,
порівняно з ембріональними стовбуровими
клітинами. Два з таких генів — Zg16
і Hormad1 — було спеціально запрограмова�
но до імунної атаки. Х’ю висловив припу�
щення, що з часом ці гени нівелюватимуться.
Ембріон розпочне процес вироблення імун�
ної резистетності до власних тканин. Тому
вони не визнаються як власні тілом хазяїна.
Процедура iPS�перепрограмування може
змінити нормальну експресію цих генів.

Проблема відторгнення
Проте дослідження Х’ю не варто розгля�

дати як погану новину для iPS, як це може
здатися на перший погляд. Дослідникам,
які працювали зі зрілими iPS�клітинами,
наприклад нейронами або клітинами серця,
вдалося пересадити їх мишам без відторг�
нення, однак експерименти в основному
проводили на мишах без урахування функ�
ціональних імунних систем. Ці дослідження
передбачали проведення трансплантації
тільки одного виду диференційованих клі�
тин відразу від власних клітин шкіри па�
цієнта в його ж власні тканини, а не змішу�
вання диференційованих клітин у тератомі.

Х’ю та інші дослідники й досі не впев�
нені, чи не почнуть відторгатися отримані
очищені диференційовані iPS�клітини, чи
ця проблема є специфічною для недифе�
ренційованих клітин.

Фейрчілд вважає, що дослідження Х’ю
насправді не охоплює всієї повноти
клінічної ситуації. Він зазначає, що iPS�клі�
тини в цих дослідженнях були отримані
з ембріональних клітин шкіри, а не зі шкіри
дорослої людини, як це мало б бути в реальному

ННННООООВВВВИИИИННННИИИИ

Інфільтрація Тaклітин (показано темноaкоричa
невим кольором) виявляється в тканинах, які
утворились від індукованих плюрипотентних
стовбурових клітин ( Yang Xu, UC San Diego)
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випадку. Найімовірніше, ці незрілі клітини
шкіри викликають імунну реакцію частіше,
ніж дорослі клітини. І невідомо, чи спричи�
нюють імунне відторгнення клітини в терато�
мах, чи так поводяться клітини людини. До�
ти, доки на ці питання не буде отримано
відповіді, заява Х’ю необґрунтовано кидає
тінь на всю сферу регенеративної медицини.

Джозеф Ву (Joseph Wu), трансплантолог
зі Стенфордського університету в Пало�Аль�
то, шт. Каліфорнія, погоджується, що така
заява пов’язана з додатковими проблемами
як технічного, так і морально�етичного ха�
рактеру за індивідуальної трансплантації
отриманих iPS�клітин пацієнта. 

Пошук вирішення цього питання описа�
ний у першій частині публікації, де вису�
вається припущення, що iPS�клітини мо�
жуть містити більше генетичних аномалій
порівняно з ембріональними стовбуровими
клітинами. Адміністрація Управління з конт�
ролю якості харчових продуктів і лікарсь�
ких засобів США висловила в березні цього
року на нараді у Віфезді, шт. Меріленд,
стурбованість з приводу генетичної мутації
iPS�клітин.

Точно регульована терапія
Очевидно, компанії будуть зацікавлені

в розвиткові терапії, пов’язаної з отриман�
ням iPS�клітин для конкретного пацієнта.
Вони готові якнайшвидше зосередитися на
терапії цих клітин і застосовувати її для ба�
гатьох людей, для чого так чи інакше буде
необхідним пригнічення імунної системи.

Підсумовуючи, можна зробити висно�
вок, що для подальших досліджень потрібно
вивчити питання, чи мають iPS�клітини
імунні переваги, чи ні. 

З цими висновками Х’ю згоден. Його гру�
па збирається з’ясувати, які конкретні
клітини тератоми і за яких умов викликають
імунне відторгнення. При цьому для отри�
мання iPS�клітин використовуватимуться
два різних методи, які дадуть відповідь на
питання про схильність до імунного відторг�
нення. І тоді, щоб уникнути цієї проблеми,
з’явиться можливість доопрацювати методи
перепрограмування. Дослідники вважають,
що технологія створення iPS�клітин потре�
бує вдосконалення з метою звести до мініму�
му різницю між iPS� і ембріональними стов�
буровими клітинами з тим, щоб iPS� клітини
стали кориснішими для терапії людини.

Джерело:
http://www.nature.com/news/2011/

110513/full/news.2011.286.html

Досягнення в галузі 
біотехнології ензимів

Ензими — це протеїни, що прискорюють
хімічні реакції, наприклад, під дією праль�
ного порошку виводяться протеїнові плями,
які за інших обставин украй важко видали�
ти. Група дослідників під керівництвом
професора Кам�Бо Вонга (Kam�Bo Wong)
з Центру наукових досліджень протеїну
і кристалографії Школи природничих наук
в Китайському університеті Гонконга проде�
монстрували основний принцип зміни ак�
тивності ензимів за допомогою протеїнової
інженерії.

Їм вдалося розкрити таємницю будови
біотехнологічно важливих ензимів, повідом�
лення про що з’явиться найближчим часом
в Інтернет�виданні журналу PLoS Biology.

Протеїни з термофілів, теплолюбних ор�
ганізмів, що живуть в умовах високих тем�
ператур, стійкіші до теплової денатурації
порівняно з мезофільними організмами, які
живуть при помірних температурах. У при�
роді ензими з мікробів, що віддають перевагу
життю за надзвичайно високих температур,
наприклад у гідротермальних джерелах, мо�
жуть залишатися стабільними навіть при
100 °С. Ці термофільні ензими є корисними
для біотехнологічної промисловості завдяки
їхній високій стабільності.

Залишається загадкою, чому термофіль�
ні ензими менш активні, ніж їхні мезофіль�
ні гомологи, незважаючи на подібність
структури. Професор Вонг (Wong) прово�
дить порівняння їх з двома машинами ана�
логічної системи, з яких одна працює в 10 ра�
зів швидше за іншу. Якби термофільні
ензими могли б бути активнішими без втра�
ти стабільності, то вони б становили собою
велику комерційну цінність для біотехно�
логічної промисловості.

Дослідницька група Вонга використову�
вала методи протеїнової інженерії для з’ясу�
вання, чому термофільні ензими менш ак�
тивні. Було виявлено, що термофільний
ензим ацилфосфатаза має унікальну влас�
тивість, яка полягає в тому, що її активний
центр стає стабільнішим під впливом сольо�
вого містка. Термофільні ензими, як прави�
ло, виявляють схильність до стійкіших
взаємодій аналогічно сольовим місткам.
У разі видалення цього містка термофільні
властивості ацилфосфатази перетворюються
на властивості, притаманні мезофільним ен�
зимам. Крім того, мезофільна ацилфосфата�
за людини моделювалася в термофільно�
подібну зі введенням сольового містка.
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Дослідники дійшли висновку, що стабіль�
ність сольового містка підсилювала актив�
ність ензимів за високих температур і водночас
знижувала її за низьких. Можна сподівати�
ся, що закономірності, виявлені досліджен�
нями групи професора Вонга, буде покладе�
но в основу досліджень з оптимізації
активності ензимів і впровадження в біотех�
нологічній промисловості.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2011/03/110315192813.htm

Зуби зі стовбурових клітин

Морфогенез і диференціювання зубних
зачатків регулюють складні взаємодії між
мезенхімальними стовбуровими клітинами
краніального нейрального хреста та епіте�
лію ротової порожнини. Італійські вчені
з University of Udine в своєму дослідженні
показали, що отримана з єдиної клітини по�
пуляція мезенхімальних стовбурових клі�
тин (МСК) in vitro може бути диференційо�
вана в структуру, що нагадує зубний
зачаток. Учені інкубували первинну культу�
ру одержаних з людської жирової тканини
мезенхімальних стовбурових клітин в сере�
довищі, що індукує диференціювання СК
в клітини, які створюють зачаток зуба. Три�
вимірні скупчення клітин, що сформували�
ся, культивували ще 4 тижні. Утворена
структура була схожа на зачаток зуба. За до�
помогою різних методів аналізу було вста�
новлено експресію маркерів, характерних
для тканин зуба. У середовищі клітини, що
індукує диференціювання, були експресо�
вані маркери амелобластів і одонтобластів,
а також характерні для них матричні РНК
і протеїни. Окрім того, відповідно до розта�
шування клітин виявлялась експресія мар�
керів основної мембрани, а також епітеліа�
льних і мезенхімальних, схожа з експресією
маркерів за нормального фізіологічного
морфогенезу зуба. Фізико�хімічний аналіз
виявив 200�нм і 50�нм правильно орієнто�
вані кристали гідроксіапатиту, відповідно,
емалі й дентину in vivo.

Таким чином, результати цього дослі�
дження свідчать про те, що виділені з жиро�
вої тканини стовбурові клітини in vitro
навіть за відсутності специфічного струк�
турного матриксу або підкладки здатні до
диференціювання в спеціалізовані клітини,
що організовуються в тривимірну структу�
ру, схожу за фенотипом на зачаток зуба.

Матеріали дослідження подано в статті:
Ferro F, et al. Adipose tissue�derived stem cell
in vitro differentiation in a three�dimensional
dental bud structure. Am. J. Pathol., 2011
May;178(5): 2299�2310.

Джерело:
http://www.stemcells.ru/news[286

Від гена до протеїну: 
трансляція регулює рівень вмісту

протеїнових молекул у клітині

Як гени контролюють процеси, що відбу�
ваються в нашому організмі? Це питання
фундаментальної біології, незважаючи на
довгі роки проведення різних експери�
ментів, ще до кінця не з’ясовано. Гени — це
одиниці геному, що містять в собі інфор�
мацію про різні протеїнові молекули, які ви�
конують життєво важливі функції. Відомо,
що деякі захворювання, такі, наприклад, як
рак, характеризуються не тільки змінами на
рівні генів, але й виникненням дефектів
синтезу протеїнових молекул. Як же конт�
ролюється сам протеїновий синтез? Резуль�
тати досліджень, проведених співробітника�
ми Центру молекулярної медицини ім.
Макса Дельбрюка (Max Delbruck Center for
Molecular Medicine �MDC, Berlin�Buch of the
Helmholtz Association), показали, що конт�
роль цього процесу здійснюється головним
чином в цитоплазмі клітини.

Протеїнові молекули — основа органіч�
ного життя. «Вони контролюють фактично
всі біологічні процеси: від серцебиття
і транспортування кисню до мислення», —
зазначив Маттіас Сельбак (Matthias Sel�
bach), один з провідних авторів цього

Модель процесу трансляції 
(www.frontiers�in�genetics.org)
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дослідження. Інформація про будову про�
теїнових молекул записана в геномі кліти�
ни, який, у свою чергу, міститься в ядрі.
Інформаційні РНК (іРНК) клітини, що утво�
рюються в процесі транскрипції в ядрі, не�
суть в собі відображення інформації про не�
обхідні протеїни і спрямовуються з ядра
в цитоплазму клітини — на рибосоми, де ця
органела певним чином транслює іРНК
в амінокислотні послідовності. Питання,
яке довго не давало спокою фахівцям, поля�
гає в тому, який з двох процесів (тран�
скрипція або трансляція) більшою мірою бе�
ре участь у регулюванні рівня вмісту
протеїнових молекул в клітині. За допомо�
гою кількісної мас�спектрометрії і новітніх
методик секвенування автори досліджень
встановили кількість протеїнових молекул
та іРНК, інформація про які зберігається
більш ніж в 5 000 генах. Математичне моде�
лювання, проведене на підставі отриманих
даних, допомогло вченим зробити певні вис�
новки про контроль рівня вмісту протеїно�
вих молекул усередині клітини. На думку
авторів, рівень вмісту протеїнових молекул
в основному залежить від процесу транс�
ляції, що відбувається в цитоплазмі.
«Врешті�решт, рибосоми визначають
кількість протеїнів. Деякі іРНК транслю�
ються за 1 год в одну протеїнову молекулу,
інші іРНК за цей час встигають транслюва�
тися 200 разів», — наголосив Сельбак.

Клітина працює 
як енергоощадна система

Окрім того, автори досліджень виявили,
що клітини використовують свої ресурси
найбільш ефективним шляхом. Для великої
кількості іРНК і протеїнів, які є продуктами
конститутивних генів, характерна висока
стабільність. Ця стабільність необхідна
клітині для збереження енергії (відомо, що
процес синтезу протеїнів потребує чималої
кількості енергії). На відміну від зазначених
вище іРНК та протеїнових молекул, низка
ензимів, що забезпечують швидке форму�
вання і передачу сигналів, навпаки, як пра�
вило, мають низьку стабільність. Завдяки
існуванню протеїнів, яким притаманна
низька й висока стабільність, клітина може
швидко пристосовуватися до змін навко�
лишнього середовища. Саме цим можна по�
яснити те, чому контроль протеїнового син�
тезу здійснюється переважно в цитоплазмі,
а не в ядрі. Річ у тому, що в цитоплазмі
відбувається останній етап формування про�
теїнів — трансляція. Регулювання транс�
ляції дозволяє клітинам швидко пристосо�

вуватись до «вимог» навколишнього сере�
довища.

Автори досліджень сподіваються, що от�
римані ними результати будуть корисні під
час пошуку методів боротьби з різними за�
хворюваннями, пов’язаними з порушенням
синтезу протеїнових молекул.

Джерело: 
http://sci[lib.com/article1144.html

Створено штучні астроцити

Учені створили штучні астроцити — най�
поширеніші клітини мозку, які не тільки за�
безпечують базові функції нервових клітин —
нейронів, але й мають ключ до вивчення ба�
гатьох хвороб — від головного болю до недо�
умства. Астроцити вдалось отримати
з ембріональних та індукованих плюрипоте�
нтних стовбурових клітин.

Астроцити — клітини у формі зірки, що
становлять велику частину об’єму мозку.
Традиційно їх вважали буфером — «цемен�
том» або «клеєм» речовини мозку, проте не�
щодавно проведене дослідження показало,
що вони є носіями найважливіших функцій.
Серед них — формування гематоенцефаліч�
ного бар’єру — напівпроникного кордону
між кровоносною системою і нервовими клі�
тинами, що захищає мозок від проникнення
шкідливих речовин з крові, і забезпечення
гомеостазу. Відповідно, астроцити причетні
до розвитку багатьох розладів центральної
нервової системи.

Ученим з Університету Вісконсин —
Медісон вдалося виростити астроцити в про�
бірці зі стовбурових клітин людини. Пові�
домлення про їхню роботу опубліковано
в Nature Biotechnology.

Біотехнологи отримали астроцити в чаш�
ці Петрі спочатку з ембріональних, а потім
і зі штучно одержаних стовбурових клітин

ФОТО: drgominak.com
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з індукованою плюрипотентністю (клітини
другого типу вважають перспективнішими
як з практичних, так і з етичних міркувань,
оскільки їх отримують без використання
тканин людських ембріонів).

Можливість виготовляти великі однорід�
ні проби астроцитів відкриває перспективу
для кращого вивчення їхніх функцій, а та�
кож для розроблення нових ефективних
ліків від нервових захворювань, вважає про�
фесор Сун Чхон Чжан, в лабораторії якого
проведено роботу.

«Частково недостатня вивченість астро�
цитів пояснюється складністю їх отриман�
ня. Тепер ми можемо виростити мільярди
або трильйони таких клітин з однієї стовбу�
рової клітини», — заявив Чжан.

Хоча традиційно наука про мозок зай�
мається нейронами — великими клітинами,
що обробляють і передають інформацію, ос�
таннім часом дослідники приділяють дедалі
більше уваги вивченню ролі інших клітин.
Існує декілька типів астроцитів, їхні функ�
ції багатогранні й потребують докладного
вивчення. Деякі вчені припускають, що аст�
роцити визначають інтелект людини: об’єм,
який ці клітини займають в мозку нomo
sapiens, значно перевищує їх об’єм в мозку
будь�якої іншої тварини. «Без астроцитів
нейрони не можуть працювати. Астроцити
оточують нервову тканину, захищаючи її
й підтримуючи здоровий режим. Вони бе�
руть участь у виконанні практично кожної
функції мозку, а також у будь�якому його
розладі», — зазначив Чжан. 

Окрім функції «пілотної установки» для
тестування ліків, астроцити (у далекому
майбутньому) зможуть стати об’єктом транс�
плантації для пацієнтів з травмами голов�
ного мозку, хворобою Паркінсона і ушко�
дженнями спинного мозку. Технологія,
розроблена групою Чжана, дозволяє одер�
жувати астроцити будь�якого необхідного
типу. Крім того, генетично модифікуючи їх,
можна отримати модель ураженою хворо�
бою тканини. Таким чином з’явиться мож�
ливість вивчати в лабораторіях складні нев�
рологічні захворювання, об’єкти для яких
були раніше недоступні.

Джерело: 
http://www.eternalmind.ru/

index.php?option=com_content&task=
view&id=3362&Itemid=2

Дослідники знайшли спосіб
перпрограмування клітин шкіри людини

у функціонуючі нейрони

Перетворюючи клітини шкіри людини
на робочі нервові клітини, дослідники впри�
тул підійшли до створення моделі захворю�
вання нервової системи і, можливо, навіть
регенеративної терапії, заснованої на клі�
тинних трансплантатах.

В он�лайновій версії журналу Nature
повідомляється про досягнення в галузі
«трансдиференціювання», що стрімко роз�
вивається, коли клітини швидко набувають
нових форм. Минулого року дослідники пе�
ретворили клітини сполучної тканини шкі�
ри на клітини серця, крові та печінки.

Трансдиференціювання є альтернативою
клітинного перепрограмування, яке вклю�
чає перетворення зрілих клітин на плюрипо�
тентні стовбурові клітини, здатні стати
багатьма типами клітин, згодом перетворю�
ючи плюрипотентні клітини на певний тип
клітин, наприклад на нейрони. Маріус
Уернінг (Marius Wernig), керівник дослі�
дження стовбурових клітин при Стенфо�
рдському університеті шт. Каліфорнія,
США, повідомив, що їм вдалося перетвори�
ти фібробласти шкіри людини на нейрони,
минувши стадію індукованих плюрипотент�
них стовбурових клітин (iPSCs), що дозволи�
ло уникнути низки проблем, подолання
яких могло б зайняти декілька місяців.

Група Уернінга минулого року зацікави�
ла клітинних репрограмістів — дослідники
перетворювали клітини, отримані з кінчика
хвоста миші, на функціонуючі нервові
клітини. Для цього було потрібно всього три
чужорідні гени, одержані з хвостових клі�
тин з вірусом, і менш ніж два тижні дослі�
дів. На думку вчених, якщо такий прекрас�
ний результат було отримано для миші, то
очевидно не буде жодних проблем у разі за�
стосування цієї ідеї на людині. Однак вияви�
лось, що це не так.

Функціонуючі нейрони, 
створені з клітин шкіри людини
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Не зовсім вірно
Ці три гени також індукували одержан�

ня клітин людини, які виглядали як нер�
вові, але такі нейрони не могли проводити
електричний сигнал. Щоб навчити їх цьому,
дослідникам знадобився четвертий ген,
знайдений методом проб і помилок у сполуч�
ній тканині, що бере участь в загоєнні ран,
яку було отримано з абортованих плодів
і крайньої плоті новонароджених. Приблиз�
но через два тижні ці нейрони почали реагу�
вати на електричний імпульс включенням
своїх трансмембраних іонних насосів, як
і належить робити звичайним нервовим клі�
тинам. Ще через декілька тижнів нейрони
почали утворювати з’єднання, або синапси,
з мишачими нейронами, з якими їх було ви�
рощено.

Уернінг зізнається, що не все йшло так
чітко. Тільки 2–4% фібробластів становили
нейрони проти приблизно 8% у клітин ми�
ші. Крім того, більшість отриманих нейро�
нів використовували як хімічну речовину
нейромедіатор глутамат, що обмежує їх ви�
користання в лікуванні таких захворювань,
як хвороба Паркінсона, пов’язана з пробле�
мами в нейронах, що виявляється в деграда�
ції саме глутаматзалежних нервових клітин
під дією хімічних речовин. Проте вчені не
втрачають надії на підвищення ефектив�
ності своїх досліджень і намагаються ство�
рити нейрони, які б взаємодіяли між собою
за допомогою інших хімічних речовин.

Швидкий успіх
Еван Снайдер (Evan Snyder), дослідник

в галузі клітинної біології при Стенфордсь�
кому медичному дослідницькому інституті
Бернема, вважає, що нейрони, отримані
шляхом трансдиференціювання, мають пе�
реваги порівняно з клітинами мозку, отри�
маними з iPSCs: окрім того, що їх можна
швидше й простіше створити, вони з мен�
шою вірогідністю призводять до онкологіч�
них ускладнень за імплантації в тканину.

Проте, з другого боку, клітинні ознаки
захворювання можуть з’являтися тільки
в тому разі, коли клітина розвивається при�
родним шляхом з плюрипотентних стовбу�
рових клітин у диференційовані нейрони.
Намагання перетворити клітини на нейрони
може призвести до того, що вони почнуть пе�
ретворюватися на ракові пухлини. Крім то�
го, фібробласти, які є початковим матеріа�
лом для трансдиференціювання, не здатні
ділитися з такою інтенсивністю, як індуко�
вані стовбурові клітини, що обмежує вико�
ристання їх у тих випадках, коли потрібна

велика кількість таких клітин, зокрема під
час скринінгу ліків. 

Уернінг підсумував, що обидва підходи
слід активно розвивати, адже невідомо,
в яких випадках і за яких конкретних умов
виявиться більш відповідним той чи інший
метод.

Джерело: 
Оригінальна стаття Ewen Callaway,

How to make a human neuron,
он�лайнова версія журналу Nature —

doi:10.1038/nature10202 
http://www.nature.com/news/2011/110526/

full/news.2011.328.html?WT.mc_id=FB
K_NPG 

Протеїн Rasip1 може стати ключем 
до інгібування формування 

кровоносних судин, що живлять пухлини

Дослідники з Південно�західного центру
медичних досліджень при Техаському
університеті виявили протеїн, який керує
розвитком кровоносних судин і має всі шан�
си на те, щоб його було покладено в основу
створення методики боротьби з розповсюд�
женням ракових клітин в організмі. У ході
проведення досліджень на лабораторних ми�
шах учені показали, що протеїн Rasip1 (Ras
interacting protein) є вельми специфічним
і відіграє ключову роль у низці клітинних
процесів. За словами д�ра Ундіни Клівер
(Ondine Cleaver), доцента кафедри молеку�
лярної біології Техаського університету, ос�
новного автора досліджень, без активності
Rasip1 кровоносні судини не здатні форму�
ватися. «Те, що ми виявили, є фактором
першої необхідності для формування внут�
рішніх каналів і перебігу тубулогенезу,
іншими словами найголовнішим фактором
для перетворення чогось схожого на нитку
на щось схоже на поливальний шланг», —
зазначила д�р Клівер. Розвиток пухлинної
тканини залежить від формування крово�
носних каналів, які мають забезпечити
клітини пухлинної тканини поживними ре�
човинами, необхідними для швидкого росту
пухлини. Ракові пухлини так само викорис�
товують систему кровоносних судин як засіб
розповсюдження малігнізованих клітин
в організмі. Хімічні сполуки, що пригнічу�
ють активність Rasip1, імовірно, можуть
протистояти розвиткові ракових захворю�
вань двома напрямами: через порушення
живлення клітин пухлинної тканини і пору�
шення системи транспортування клітин, що
перероджуються.
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У процесі внутрішньоутробного розвит�
ку в організмі плоду виникають органи
у формі трубок (йдеться про кишечник і су�
дини серцево�судинної системи). За словами
авторів досліджень, механізми, в межах
яких здійснюється перетворення клітин�
прабатьків кровоносних судин на трубочки,
які здатні переносити кров, тільки розпочи�
нають досліджувати. Утім, автори дослі�
джень виявили значну кількість регулятор�
них молекул, що мають велике значення
для різних тканин, процесів формування
і роботи кровоносних судин. Ці регуляторні
молекули перебувають в активному стані
в середовищі тканин організму. Rasip1
є специфічним регулятором активності мо�
лекул�перемикачів, названих ГТФ�азами.
Він з’являється в активному стані тільки
в клітинах ендотелію, який створює внут�
рішні покриви кровоносних судин. При цьо�
му активність Rasip1 не спостерігається
в клітинах гладкої м’язової тканини, що
входить до складу стінки кровоносних су�
дин. Крім того, автори досліджень виявили,
що для нормального формування каналів,
якими в організмі здійснюється транспорту�
вання крові, потрібен ще один протеїн,
з яким зв’язується Rasip1. На думку Ундіни
Клівер, основні підходи, спрямовані на
пригнічення утворення кровоносних судин,
базуються на дії на фактори росту, що
містяться поза потрібною клітиною, тимча�
сом як Rasip1 є фактором росту усередині
клітин�мішеней. «Незважаючи на те, що
проведено дослідження на лабораторних ми�
шах, ми вважаємо, що майбутні досліджен�
ня Rasip1 і процесів, які перебувають під йо�
го контролем, дадуть широкі можливості
для створення засобів і моделей для

поліпшення методів клінічної терапії, спря�
мованої на пригнічення формування систе�
ми кровоносних судин, що живлять пухлин�
ну тканину», — наголосила Ундіна Клівер.

Докладніший опис результатів проведе�
них досліджень можна віднайти в журналі
Developmental Cell.

Джерело: 
http://sci[lib.com/article1139.html

Аналіз крові за хвороби Альцгеймера:
диференційна діагностика 

на ранній стадії захворювання

Завдяки інноваційному дослідженню,
здійсненому науково�дослідним інститутом
Центру охорони здоров’я Університету Мак�
Гіл (McGill University Health Centre, MUHC)
невдовзі може з’явитися новий аналіз крові
для діагностики хвороби Альцгеймера. Роз�
роблення унікального біохімічного аналізу,
що виявляє пацієнтів із цим нейродегенера�
тивним захворюванням, стало можливим
завдяки вивченню утворення гормону мозку
дегідроепіандростерону (ДГЕА) під час окис�
нення сироватки крові.

Результати роботи, що має значення для
мільйонів людей із цією хворобою, опубліко�
вано в Journal of Alzheimer Disease. «Діагнос�
тичного інструмента для хвороби Альцгей�
мера, що забезпечує отримання
однозначних даних, окрім посмертного
аналізу мозкової тканини, до сьогодні не
існує», — зазначив головний автор статті 
д�р Віссиліос Пападопулос (Vassilios Papado�
poulos), директор науково�дослідного інсти�
туту MUHC. — Наші клінічні дослідження
показали, що для діагностики хвороби
Альцгеймера на її ранній стадії можна
успішно застосовувати неінвазивний аналіз
крові, що ґрунтується на біохімічному про�
цесі, який, окрім того, дає можливість

Загальна модель будови кровоносних судин

Рис. із сайту www.muhc.ca
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відрізнити її від інших видів недоумства».
Розроблений д�ром Пападопулосом і його
колегами тест заснований на утворенні гор�
мону мозку дегідроепіандростерону. Високі
рівні цього гормону виявлено в мозку, де він
має широкий спектр біологічних ефектів.
Раніше вчені ідентифікували мозко� і клі�
тинно�специфічний опосередкований окси�
дативним стресом механізм біосинтезу цього
гормону в мозку щурів, биків і людини. Цей
альтернативний шлях індукується проокси�
дантними речовинами, такими як Fe2+ і бета�
амілоїдний пептид. Використовуючи зразки
тканини мозку, одержані з контролю і від
пацієнтів з хворобою Альцгеймера, вони от�
римали докази, що гормон утворюється
в мозку пацієнтів з хворобою Альцгеймера
як продукт, опосередкований оксидативним
стресом через метаболізм попередника, що
знижує рівні цього попередника в крові.
Дослідники перевірили присутність попе�
редника ДГЕА в сироватці крові людини,
застосовуючи просту, засновану на Fe2+ ре�
акцію, і визначили кількість утвореного
ДГЕА. Із 86 осіб, залучених у дослідження,
19 чоловіків і 20 жінок мали хворобу Альц�
геймера; 18 чоловіків і 22 жінки відповідно�
го віку становили групу контролю; у 4 чо�
ловіків і 3 жінок спостерігалися помірні
когнітивні порушення. Окиснення сироват�
ки призвело до різкого підвищення рівнів
ДГЕА в контрольній групі, тоді як у сиро�
ватці пацієнтів з хворобою Альцгеймера
підвищення рівня або не спостерігалося, або
було незначним.

Зміни в рівні ДГЕА після окиснення си�
роватки корелювали з когнітивним і пси�
хічним станом пацієнтів. Результати
дослідження показали, що порівняння
рівнів ДГЕА в сироватці крові пацієнтів до
і після окиснення може стати корисним
інструментом для діагностики хвороби
Альцгеймера. «Існує чітка кореляція між
відсутністю можливості отримати ДГЕА
шляхом окиснення крові і ступенем ког�
нітивних порушень, що супроводжують хво�
робу Альцгеймера, — зазначив Пападопу�
лос. — Ми показали, що можна точно
і неодноразово діагностувати хворобу Альц�
геймера на основі невеликих зразків крові.
Аналіз дозволяє проводити й диференціаль�
ну діагностику ранніх стадій хвороби Альц�
геймера, а це означає, що його можна вико�
ристовувати як тест на це захворювання на
самому початку». «Проте реалізація по�
тенціалу будь�якого методу терапії зале�
жить від достовірності діагнозу», — додав
Пападопулос.

На цей час, встановлюючи діагноз хворо�
би Альцгеймера, досліджують сімейну
історію, оцінюють психічний стан і прово�
дять фізичні тести, в яких особливу увагу
приділяють неврологічним симптомам. Тому
точний, ранній і специфічний неінвазивний
біохімічний тест, що корелює з клінічними
даними, є життєво важливим. Дослідники
вважають, що тест на ДГЕА методом окис�
нення крові може бути використано для
діагностики хвороби Альцгеймера на най�
ранішій її стадії, а також для моніторингу
ефективності терапії і прогресування захво�
рювання.

Джерело: 
http://lifesciencestoday.ru/index.php/

vesti[iz[laboratoriy/410[blood[test[for[
alzheimers[differential[diagnosis[at[

an[early[stage

«Протоклітини» доставляють
терапевтичні та діагностичні засоби

в ядро ракової клітини

Об’єднавши нанотехнологічні методи
з результатами медичних досліджень, учені
Національних лабораторій Сандіа (Sandia
National Laboratories), Університету Нью�
Мехіко (University of New Mexico, UNM) та
Дослідницького і лікувального онкологічно�
го центру (Cancer Research and Treatment
Center, CRTC) при UNM розробили ефектив�
ну стратегію використання наночастинок
для знищення ракових клітин.

У статті, що анонсується на обкладинці
травневого номера журналу Nature Mate�
rials, доступного в он�лайні, учені описують
кремнієві наночастинки розміром близько
150 нм у діаметрі, що нагадують бджолині
соти, порожнини яких можуть бути запов�
нені великою кількістю різних лікарських
препаратів.

Наночастинки й утворені з ліпосом мемб�
рани, що їх оточують і практично є ана�
логічними клітинним, разом складають
комбінацію, яку можна розглядати як «про�
токлітину»: мембрана «запечатує» смерто�
носний вантаж і модифікується молекулами
(пептидами), що специфічно зв’язуються
з рецепторами, які суперекспресуються на
поверхні ракових клітин. (Дуже велика
кількість рецепторів — один із сигналів то�
го, що клітина є раковою). Наночастинки за�
безпечують стабільність мембрани і містять
терапевтичний (або діагностичний, наприк�
лад квантові крапки) вантаж, вивільняючи
його усередині клітини.
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Сьогодні схваленою Управлінням з конт�
ролю над якістю харчових продуктів
і лікарських засобів США (U.S. Food and
Drug Administration) стратегією доставлен�
ня терапевтичних препаратів за допомогою
наночастинок є використання ліпосом.
Порівняння цільових ліпосом і протоклітин
з ідентичними мембранами і пептидними
композиціями показало, що здатність дос�
тавляти більшу кількість препаратів, ста�
більність і ефективність таргетингу прото�
клітин зумовлюють багатократне посилення
цитотоксичності, специфічно спрямованої
на клітини раку печінки людини.

Інша перевага протоклітин над ліпосома�
ми, на думку провідного автора дослідження
Карлі Ешлі (Carlee Ashley), полягає в тому,
що використання ліпосом як носіїв вимагає
спеціалізованих стратегій завантаження,
що ускладнює процес їх виробництва. На
відміну від звичайних ліпосом, нанопористі
кремнієві частинки практично просто вби�
рають лікарські препарати, завантажую�
чись унікальними комбінаціями, необхідни�
ми для персоналізованої медицини. Крім
препаратів хіміотерапії, вони ефективно
інкапсулюють токсини і малі інтерферуючі
РНК (siRNA), що пригнічують експресію
генів. РНК, біологічні месенджери, що «сиг�
налізують» клітинам, які протеїни вони по�
винні синтезувати, у цьому разі використо�
вуються для інгібування синтезу — один зі
способів спричинювати запрограмовану
клітинну смерть, або апоптоз.

Складові мембрани — ліпіди слугують
щитом, що обмежує просочування токсич�
них препаратів хіміотерапії з наночастинок
доти, доки вони не проникнуть у ракову
клітину. Це означає, що в організм пацієнта

потрапить менша кількість отрути, якщо
протоклітини не віднайдуть ракових клі�
тин. Таке покриття пом’якшує токсичні
побічні ефекти, практично неминучі під час
проведення традиційної онкохіміотерапії.
Замість цього досить маленькі, щоб залиша�
тися непоміченими «радарами» печінки та
інших органів, частинки можуть циркулю�
вати в крові протягом багатьох днів або
навіть тижнів, залежно від їхнього розміру,
шукаючи свою жертву і не зашкоджуючи
організмові.

Застосовуючи дані створеної в CRTC біб�
ліотеки фагів — вірусів, що вражають
бактерії, учені виявили пептиди, що специ�
фічно зв’язуються лише з раковими кліти�
нами.

Учені продовжують оптимізувати розмір
наночастинок з пористого кремнію, що їх
отримують аерозолізацією розчину поперед�
ників. Розроблений лабораторією Брінкера
процес виробництва пористих наночасти�
нок — індуковане випаровування самозби�
ранням, дозволяє отримувати частинки від
50 нм до декількох мікрон у діаметрі.
Частинки розміром від 50 до 150 нм ідеаль�
но підходять для максимально тривалої
циркуляції в крові і поглинання раковими
клітинами, тому до перетворення в про�
токлітини вони заздалегідь відбираються за
розміром.

Зараз метод тестується на людських ра�
кових клітинах in vivo, і найближчим часом

Зображення протоклітини (кріогенна ТЕМ) 
з нанопористим ядром і ліпідним бішаром завa

товшки близько 4 нм (фото: nature.com)

На знімку зліва (Hep3B) показано клітину раку
печінки, що флуоресціює зеленим, 

з протоклітинами, що містяться в ній. 
Маленькі червоні крапки — ліпідні бішарові

«упаковки». Їхній «вантаж» — заповнені лікарсь�
кими препаратами наночастинки — проникає 

в ракову клітину. Тут їхні пори заповнені білим
флуоресцентним барвником 

з метою візуалізації. 
На знімку справа: протоклітини не проникають

в здорову клітину печінки (гепатоцит)
(фото Carlee Ashley)
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учені приступлять до його перевірки на пух�
линах мишей. За їхніми оцінками, комер�
ційно доступним він може стати протягом
п’яти років.

Джерело: 
https://share.sandia.gov/…o[treatment/

http://www.nanonewsnet.ru/news/2011/
meditsina[nanotekhnologii[protiv[raka[

protokletki[dostavlyayut[terapevtich[
eskie[diagnostic

За регенерацію органів у хребетних
відповідає набір напівспеціалізованих

стовбурових клітин

Відростання відірваного плавника, ноги
або хвоста у риб і амфібій відбувається не за
рахунок єдиних і універсальних стовбуро�
вих клітин, як вважалося, а за допомогою
набору різних клітин, кожна з яких віднов�
лює певний тип тканини.

Регенерація органів у хребетних вимагає
цілого набору стовбурових клітин, як пока�
зують у своїй статті дослідники медичного
факультету Вашингтонського університету
(США). Здатність до відновлення втрачених
органів є у багатьох хребетних: пригадаємо
хоча б ящірок або саламандр з тритонами.
Тривалий час вважали, що відновлення
кінцівок відбувається за рахунок єдиних
стовбурових клітин (СК). За цією теорією,
клітини в місці ампутації втрачали свою
спеціалізацію і ставали стовбуровими.
Оскільки всі вони виглядали однаково, було
вирішено, що відростання ноги або хвоста
відбувається за рахунок СК, подібних до
ембріональних, які можуть перетворитися
на клітину будь�якої тканини. Стівен Джон�
сон і Шу Ту досліджували регенерацію плав�
ників у Danio rerio — акваріумної рибки і
популярного модельного об’єкта. Подібно до
саламандр, Danio здатні швидко відновлю�
вати втрачене за рахунок групи клітин, які
з’являються на місці ампутації відразу

після операції; і на вигляд ці клітини не
відрізняються одна від одної. Дослідники
вводили в ДНК клітин на місці ампутації
фрагмент, що кодує флуоресцентний про�
теїн. Усе потомство цієї клітини несло копію
такої ДНК і світилося зеленим. І якби загою�
вальні клітини дійсно відновлювали всі тка�
нини в новому плавникові, то зеленим світи�
лися б і клітини шкіри, і нервові клітини,
і клітини кровоносних судин. Але такого не
відбувалось. Якщо ДНК зеленого протеїну
вводили в клітину шкіри, то в новоутвореному
плавникові зеленим світилася тільки шкіра.
Те ж саме спостерігали і в разі нервових, імун�
них, кісткових та інших типів клітин. Тобто
клітини на місці розриву тканини не перетво�
рювалися на всемогутні ембріоноподібні, а да�
вали тільки свій власний тип тканини, інак�
ше кажучи, ставали тканиноспецифічними
СК. Таких клітин дослідники налічили
9 типів. За словами учених, таким же чином
це відбувається й у інших тварин: амфібій,
ящірок і т. д., аж до людини. Зроблене від�
криття має полегшити завдання медикам, які
займаються загоєнням ран, і за допомогою ре�
генеративної медицини вирішити проблему,
адже при цьому не потрібно отримувати
складні й нестабільні ембріоноподібні кліти�
ни загальної спеціалізації, цілком достатньо
буде обмежитися частково стовбуровими.

Джерело: 
http://science.compulenta.ru/610939/

Нова програма для нейрональних
стовбурових клітин

Нейральні стовбурові клітини можуть
робити багато що, але не все. Наприклад,
клітини головного або спинного мозку, як
правило, з’являються не з нейрональних стов�
бурових клітин периферичної нервової сис�
теми, а клітини останньої неможливо отри�
мати зі стовбурових клітин головного мозку.
Проте ученим з Інституту вивчення головно�
го мозку Макса Планка (Max Planck Institu�
te for Brain Research) у Франкфурті та Інсти�
туту імунобіології й епігенетики Макса
Планка (Max Planck Institute of Immuno�
biology and Epigenetics) у Фрайбурзі вдалося
отримати клітини центральної нервової сис�
теми з нейрональних стовбурових клітин пе�
риферичної нервової системи.

Дослідники встановили, що за певних умов
стовбурові клітини периферичної нервової сис�
теми трансформуються в олігодендроцити —
клітини, які створюють мієлінові оболонки
нервів як головного, так і спинного мозку.

Danio rerio (фото Elma_Ben)
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Нервова система ссавців складається
з центрального (головний і спинний мозок)
і периферичного (наприклад, нерви і сенсор�
ні ганглії) відділів. Хоча ці відділи дуже
тісно взаємозв’язані, вони відрізняються
анатомічно і представлені різними типами
клітин. Клітинні типи периферичної нерво�
вої системи походять від клітин�попередни�
ків ембріона — нервового гребеня. Дотепер
вважали, що стовбурові клітини нервового
гребеня можуть диференціюватися в нейро�
ни і гліальні клітини периферичної нервової
системи (ПНС), але не в клітини централь�
ної нервової системи (ЦНС).

Вид клітин, в який диференціюються
стовбурові клітини нервового гребеня, чітко
визначається умовами навколишнього
мікросередовища. Піддавши стовбурові клі�
тини периферичної нервової системи ембріо�
нів і новонароджених мишей впливу різних
умов, німецькі вчені разом зі своїми фран�
цузькими колегами показали, що зі зміною
умов ці стовбурові клітини можуть дифе�
ренціюватися і в клітини центральної нерво�
вої системи. Окрім нейронів, стовбурові
клітини нервового гребеня розвивалися
в різні типи гліальних клітин ЦНС, включа�
ючи олігодендроцити й астроцити.

«Культуральне середовище перепрогра�
мовує стовбурові клітини нервового гребеня
таким чином, що вони змінюють свою іден�
тичність. Це працює без генетичної мо�
дифікації клітин», — пояснив Герман Рорер
(Hermann Rohrer) з Інституту вивчення го�
ловного мозку Макса Планка.

Фактори культурального середовища чіт�
ко активували різні генетичні програми, і зі
стовбурових клітин розвивалися клітини,
які зазвичай з них не розвиваються. Учені
поки що не розуміють, які саме фактори
відіграють тут свою роль. Проте є деякі
підстави вважати, що в цю трансформацію
залучений фактор росту фібробластів — FGF.

У мозку мишей на різних стадіях його
розвитку перепрограмовані стовбурові
клітини в більшості випадків розвивалися в
олігодендроцити, створюючи мієлінову обо�
лонку навколо нейронів ЦНС і, отже, вони
є необхідними для передачі електричних
сигналів. Експерименти з трансплантації,
проведені дослідниками на генетично моди�
фікованих мишах, які не здатні синтезувати
мієлін і мають серйозні неврологічні дефек�
ти, довели, що це завдання можуть узяти на
себе нові олігодендроцити.

«Перепрограмовані стовбурові клітини
можуть диференціюватися в клітини цент�
ральної нервової системи, і нові клітини

здатні постійно інтегруватися в цю систе�
му», — зазначив Вердон Тейлор (Verdon
Taylor) з Інституту імунології та епігенети�
ки Макса Планка.

Поки що незрозуміло, якою мірою нові
фундаментальні відкриття сприятимуть роз�
виткові клітинної терапії. Це вимагає того,
щоб, по�перше, такі стовбурові клітини були
присутні й доступні в ЦНС людини і, по�друге,
щоб їх можна було розмножити і перепрогра�
мувати в культурі. «На сьогодні ми знаємо
тільки те, що в мишей ці стовбурові клітини
мають потенціал диференціюватися в оліго�
дендроцити», — зауважив Герман Рорер.

Учені планують детальніше вивчити, які
молекулярні механізми відповідальні за пе�
репрограмування цих стовбурових клітин,
чи присутні стовбурові клітини нервового
гребеня в периферичній нервовій системі до�
рослих мишей, і які умови необхідні для їх
перепрограмування.

Оригінальну статтю: «Peripheral Nervous
System Progenitors Can Be Reprogrammed to
Produce Myelinating Oligodendrocytes and
Repair Brain Lesions» було опубліковано
в The Journal of Neuroscience.

Джерело: 
http://www.sciencedaily.com/

releases/2011/05/110512103948.htm;
http://www.nanonewsnet.ru/news/2011/no

vaya[programma[dlya[neiralnykh[
stvolovykh[kletok

Стовбурові клітини з жиру 
для тканинноaінженерних кісток

Швейцарські вчені з Університетського
госпіталю в Базелі (University Hospital
Basel) досліджували, чи можливе формуван�
ня in vitro судинних структур з культивованих

Трансплантація перепрограмованих 
нейрональних стовбурових клітин в головний мозок

генетично модифікованих мишей, не здатних
синтезувати мієлін. Стовбурові клітини 

диференціювалися в олігодендроцити (зелені),
які синтезували мієлін (червоний) 

(фото: © MPI fur Hirnforschung)
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ендотеліальних і мезенхімальних клітин�
попередників, отриманих зі стромальної
васкулярної фракції (SVF) людської жиро�
вої тканини. Вирощені судинні структури
дадуть змогу поліпшити ефективність і рів�
номірність формування кісткової тканини
in vivo на підкладки, що закривають дефек�
ти критичної величини. Свіжовиділені
людські клітини SVF висівали на гідроксі�
апатитові підкладки (діаметр і товщина —
1 см) і культивували на перфузійному біоре�
акторі, що дозволяло підтримувати зростання
ендотеліальних клітин�попередників. Як
контроль використовували очищені від васку�
логенних клітин стовбурові клітини двох
типів: вирощувані моношаром адипозні стро�
мальні клітини (ASC) і відповідного віку стро�
мальні клітини кісткового мозку (BMSC).

Через 5 діб культивування одержані
з SVF ендотеліальні й мезенхімальні кліти�
ни�попередники сформували капілярну сіт�
ку, яка дала анастомози із судинами реци�
пієнта вже через 1 тиждень після ектопічної
імплантації позбавленим імунітету щурам.
Порівняно з BMSC і ASC SVF�клітини забез�
печували швидшу (через 8 тижнів) інте�
грацію в тканину, більш рівномірне й об’ємне
формування кісткової тканини з осифіката�
ми, що проростають на глибину до 3,5 мм від
поверхні підкладки.

Результати дослідження показали, що
SVF�клітини мезенхімальної/ендотеліаль�
ної фракції відіграють ключову роль у ство�
ренні остеогенної конструкції з підвищеною
здатністю до приживлення. Єдине досяжне
джерело цих клітин і відпрацьований стан�
дартний процес їх культивування в проточ�
ному біореакторі роблять запропонований
підхід вельми привабливим для вирощуван�
ня in vitro і клінічного застосування для
заміщення дефектів кісткової тканини тран�
сплантатів потрібної форми і величини.

Матеріали дослідження наведено в статті:
Gеven S. et al. Engineering of large osteogenic
grafts with rapid engraftment capacity using
mesenchymal and endothelial progenitors from
human adipose tissue. Biomaterials.

Джерело: 
http://www.stemcells.ru/news[444

Створено антитіла, здатні долати
гематоенцефалітичний бар’єр

Ученим вдалося створити антитіла, що
без зусиль долають гематоенцефалічний
бар’єр, що розділяє системний кровотік ор�
ганізму і кровоносну систему головного моз�

ку. Нові дані становлять великий потенціал
для створення терапії на основі антитіл, яка
може бути використана для лікування хво�
роби Альцгеймера та інших захворювань
нервової системи

Антитіла — розчинні протеїни, присутні
в сироватці крові і тканинної рідини, що бе�
руть участь в імунній відповіді проти чу�
жорідних агентів. Вони високоспецифічні,
тому вчені дедалі частіше прагнуть створити
антитіла, здатні зв’язувати більш ніж одну
молекулярну мішень.

«Ми наблизилися до створення біспеци�
фичних антитіл», — повідомив Райан Уоттс
(Ryan Watts), нейробіолог з біотехнологіч�
ної фірми Genentech (США), що є піонером
у створенні терапевтичних антитіл. «Пере�
вага нашої розробки в тому, що багато з цих
антитіл будуть здатні подолати гематоенце�
фалічний бар’єр, який захищає головний
мозок від патогенів, перешкоджаючи про�
никненню всередину великих молекул лі�
карських засобів», — зазначив Уоттс.

У двох статтях, опублікованих в журналі
Science Translational Medicine, вчені пред�
ставили дизайн нових антитіл. Антитіла
здатні розпізнавати і зв’язуватися з двома
протеїнами�мішенями. Перший протеїн,
названий бета�секретазою 1, є поширеною
мішенню для багатьох препаратів, викорис�
товуваних у терапії хвороби Альцгеймера,
оскільки відіграє важливу роль у продуку�
ванні мономерів бета�амілоїду в головному
мозку. Згідно з «амілоїдною гіпотезою», ос�
новною причиною захворювання є відкла�
дення конкрементів протеїну — бета�амілої�
ду в головному мозку, що призводять до
його ушкодження.

Другим протеїном, що зв’язується анти�
тілами, є рецептор трансферину, що активує

Антитіла, що зв’язують більш ніж одну 
молекулярну мішень, здатні подолати 

гематоенцефалічний бар’єр (фото: Genentech)
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молекулярні іонні канали, які здійснюють
транспортування іонів заліза в головний мо�
зок. Зв’язуючись із цим рецептором, антиті�
ла транспортуються в головний мозок, де
інгібують функції бета�секретази 1. Функ�
ція антитіл була перевірена на моделі хворо�
би Альцгеймера у мишей: через день після
ін’єкції антитіл концентрація бета�амілоїду
в головному мозку тварин знизилася на 47%.

Для досягнення цих результатів групі
фахівців компанії Genentech необхідно було
кинути виклик ще одному правилу створен�
ня антитіл. Сила взаємодії між антитілом
і мішенню називається афінністю: чим ви�
ща афінність антитіла, тим сильніша вза�
ємодія. Більшість біологів прагнуть отримати
антитіла з максимально високою афінністю.
Райан Уоттс і Марк Денніс, біоінженери
з компанії Genentech, теж почали роботу
з отримання високоафінних антитіл до ре�
цептора трансферину, однак виявили, що
такі антитіла не здатні долати гематоенце�
фалічний бар’єр. Проте після зниження
афінності антитіл проблему проникнення
через кровоносні судини було вирішено [2].

За словами біоінженера�розробника
Девіда Гілберта (David Hilbert) з біотехно�
логічної компанії Zyngenia (США), низько�
афінні мультиспецифічні антитіла можуть
застосовуватись у багатьох галузях. На�
приклад, ракові клітини часто ідентифіку�
ють на основі комбінації декількох маркер�
них протеїнів на їхній поверхні. Однак ці
самі маркери, але в інших поєднаннях мо�
жуть бути присутні й на поверхні здорових
клітин. Традиційні високоафінні монокло�
нальні антитіла здатні вбити здорові кліти�
ни разом з раковими, але низькоафінні ан�
титіла будуть більш вибірково зв’язуватися
з раковими клітинами.

Проте не всім ученим подобається ідея
використання низькоафінних антитіл. «З
технічного погляду робота хороша, але, за
великим рахунком, я думаю, що вони зайш�
ли в безвихідь», — зазначив Вільям Пад�
рідж (William Pardridge), ендокринолог
з Каліфорнійського Університету в Лос�
Анджелесі (США) і засновник біотехноло�
гічної компанії ArmaGen, який тривалий
час займався вивченням гематоенцефаліч�
ного бар’єра. За словами Падріджа, його
компанії вдалося отримати антитіла, що до�
лають гематоенцефалічний бар’єр за допо�
могою тих самих рецепторів, однак знижен�
ня афінності антитіл не було потрібно.
Падрідж додає, що для досягнення бажаного
ефекту будуть потрібні необґрунтовано ви�
сокі дози низькоафінних антитіл.

Уоттс запевняє, що дози антитіл, вико�
ристовувані в експериментах з мишами, не
були надмірно високими. «Для людини ці
дози будуть ще менші, оскільки в нашому
організмі антитіла довше залишаються ак�
тивними перед руйнуванням. Ми маємо
намір рухатися вперед. Проведена робота бу�
ла лише перевіркою концепції. Далі ми пла�
нуємо застосувати її до інших мішеней
в центральній нервовій системі», — наголо�
сив Уоттс. 

Джерело: 
http://www.cbio.ru/modules/news/

article.php?storyid=3792

Автономне репрограмування 
соматичних клітин у стовбурові 

без внесення чужорідної ДНК

Найважливіше відкриття останніх ро�
ків, що змінило можливості регенеративної
медицини, — перетворення соматичних
клітин на плюрипотентні, по суті стовбуро�
ві, клітини, для чого в геном клітин вбудову�
ють декілька певних генів, факторів тран�
скрипції, що повертають клітині здатність
до диференціювання за декількома напря�
мами. Цей підхід значно розширив можли�
вості автологічної клітинної терапії і дозво�
лив краще зрозуміти механізм багатьох
захворювань, виділяючи пацієнтспецифічні
лінії плюрипотентних клітин. Було запропо�
новано декілька різних стратегій отримання
індукованих плюрипотентних стовбурових
клітин (ІПСК), зокрема без епігенетичної
модифікації і внесення до клітини чу�
жорідних генів. Мета розроблення нових
підходів до отримання ІПСК — не тільки
краще зрозуміти механізми диференціюван�
ня клітин і розвитку захворювань, але
й створити придатні для клінічного застосу�
вання лінії стовбурових клітин, що не не�
суть генетичних змін і онкологічно безпечні
для пацієнта. 

Група американських учених з Медично�
го центру університету шт. Небраска, США
(University of Nebraska Medical Center)
у своєму огляді обговорює різні стратегії от�
римання ІПСК, особливу увагу приділяючи
сучасним неклітинним підходам до репрог�
рамування соматичних клітин�поперед�
ників у стан стовбурових за допомогою сти�
муляції ендогенних факторів транскрипції.
В огляді головним чином розглядається от�
римання плюрипотентних клітин для усу�
нення пошкоджень рогівки.
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Генетичні війни: генна інженерія

Проблему запобігання біотероризмові
слід розглядати не тільки відносно безпосе�
редньо самої загрози застосування біологіч�
ної зброї. Останні документи ООН потребу�
ють ширшого аналізу і рішучіших дій
світової спільноти. Йдеться про розроблення
системи міжнародно�правового і, зокрема,
міжнародного поліцейського контролю за
можливими негативними (кримінальними)
наслідками біотехнологічної революції.

У прийнятій 9 вересня 2006 р. консенсу�
сом на Генеральній Асамблеї ООН Гло�
бальній протитерористичній стратегії Ор�
ганізації Об’єднаних Націй запропоновано
створити спільно з державами�членами ООН
єдину всеосяжну базу даних про біологічні
інциденти, здійснивши заходи щодо того,
аби вона доповнювала базу даних про
біологічні злочини, яку має намір створити
Міжнародна організація кримінальної полі�
ції. Водночас Генеральному секретареві
ООН рекомендовано відновити список екс�
пертів і лабораторій, що є в його розпоряд�
женні, а також технічні керівні принципи
і процедури для своєчасного й ефективного
розслідування випадків використання та�
ких засобів. Відзначено також важливе зна�
чення пропозиції Генерального секретаря
ООН про об’єднання за сприяння Організа�
ції Об’єднаних Націй зусиль основних
заінтересованих сторін у сфері біотехноло�
гії, включаючи промислові й наукові кола,
громадянське суспільство і уряди, в рамках
єдиної програми, спрямованої на забезпе�
чення використання досягнень в галузі
біотехнології тільки для загального блага,
а не в терористичних або інших злочинних
цілях, за належного додержання основопо�

ложних міжнародних норм захисту прав
інтелектуальної власності.

Чому так гостро поставлено в Глобальній
контртерористичній стратегії ООН питання
контролю над біотехнологією? Можна багато
й красиво говорити і писати про перспективи
гуманістичного використання біотехнології,
про «світле майбутнє» людства, ліберальну
євгеніку, лікування спадкових захворювань,
подовження людського життя практично до
безкінечності. Однак все це стосується лише
легальної частини біотехнологічної рево�
люції. А існує, і вже тривалий час, нелегальна
(і практично завжди кримінальна) її складо�
ва. Навіть коли цю нелегальну частину ре�
алізує держава, і хай навіть сама є суперлібе�
рально�демократичною, вона завжди це
робить таємно від своїх громадян, демокра�
тичних інститутів. І завжди така діяльність
фактично протиправна і злочинна. Злочинна
тому, що імітує діяльність, заборонену міжна�
родно�правовими документами і національ�
ним кримінальним законодавством.

Наука розвивається таким чином, що
новітні технології, і біотехнологія зокрема,
по суті своїй, мають «подвійне призначен�
ня». Ті самі генно�інженерні методи, які да�
ють змогу створювати ліки, можуть водно�
час бути застосовані для створення зброї.
Передусім це стосується розроблення біоло�
гічної зброї. Як відомо, Конвенцію ООН про
заборону розробки, виробництва і накопи�
чення запасів бактеріологічної (біологічної)
токсичної зброї і про їх знищення було прий�
нято ще в 1971 р. Проте є численні свідчення
того, що цей тіньовий напрям використання
біотехнології розвивався і розвивається далі
в країнах з абсолютно різними видами полі�
тичних режимів. Причому зброю, створену
на основі генної інженерії в різних модифіка�
ціях (генетичну, навіть етнічну), розробляли
ще з 60�х років минулого століття, насампе�
ред в СРСР і США. Відомо, що крім смертель�
но небезпечних генетично змінених вірусів
розробляється біологічна зброя, яка може бу�
ти етнічно націленою і знищувати навіть ок�
ремі групи серед популяцій (наприклад,
залежно від статі, віку, різних антропо�
логічних ознак, які можна виявити шляхом
аналізу структури ДНК, що зберігає генетич�
ний код, за кольором шкіри, розрізом очей).
За повідомленнями ЗМІ на початку 2004 р. на
семінарі ЦРУ в США, що проводиться в рам�
ках «Проекту нового американського століт�
тя» (PNAC), американські вчені стверджува�
ли, що до 2014 р. таку зброю вже буде створено.

З конфіденційної доповіді Пентагону,
датованої 1998 роком, що стала відомою
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журналістам у 2002 р., випливало, що біоло�
гічний агент може бути генетично трансфор�
мований, з тим щоб створити нову смертельну
зброю. Уїльям Коен, колишній міністр оборо�
ни США, повідомив, що він отримував
відповіді з країн (ПАР, Ізраїль), що працюють
над створенням «певних типів патогенів, які
могли б бути етнічно специфічні». Так, в ПАР
велися роботи з розведення бактерій, здатних
робити людей з чорною шкірою безплідними.

Американський біолог Блек Дж. Л.
(Black J. L.) наводить у своєму дослідженні
декілька загальних категорій генів, які мо�
жуть використовуватись у генетичній зброї:
гени, суттєві для життя клітин; мутантні ге�
ни, відповідальні за спадкові хвороби; токсич�
ні гени екзогенних видів; ген, що кодує
вироблення ензиму, який забезпечує пере�
творення попередника токсину; вектори
структури, що вражають окремі людські попу�
ляції (наприклад, конкретні етнічні групи).

Академік РАН О. Ф. Спірін пише, що існує
декілька класів генів, які стають смертоносни�
ми, після того як вбудовуються в клітину ха�
зяїна. Такі гени запускають у клітинах синтез
речовин протеїнової природи, що руйнують за�
хисну і регуляторну системи, або просто украй
токсичних. Інфікований організм сам синтезує
отруту, яка його і вбиває. Для генетичної зброї,
на думку академіка О. Ф. Спіріна, є характер�
ними тривалий латентний період і спільність
симптомів за величезної різноманітності мож�
ливих причин патології. Все це вкрай усклад�
нює діагностику, лікування і профілактику.
Використовуючи генетичні конструкції, іден�
тичні фрагментам людського геному, які в пев�
них умовах спричинюють захворювання, до�
вести зовнішню дію взагалі неможливо.

Зараз можливе створення односпрямова�
ної біологічної зброї, безпечної для агресора,
наприклад на основі «повільних» і «спля�
чих» вірусів з великими латентними періо�
дами. Патогени поширювати легко, зробити
це можна так, щоб джерело інфекції зали�
шилося невідомим. Відкривається можливість
«тихої біологічної війни», в якій супротивник
навіть не дізнається, звідки виходить небезпе�
ка. Зникає останній стримувальний чинник.

На зміну «Геному» приходить нова прог�
рама «Протеом» з розшифрування й вивчен�
ня призначення і взаємодії протеїнів, не
менш складна, ніж «Геном», що відкриває
шлях до абсолютної зброї, яка дозволяє за
будь�який вибраний термін — від декількох
годин до десятків років — планомірно зни�
щити будь�які людські популяції за ключови�
ми генетичними ознаками, не побоюючись при
цьому можливого удару у відповідь.

Біотехнологи пішли ще далі: створено
мікроби�мутанти, які знищують вибірково
неживу матерію — нафту, пластик, метали,
композитні матеріали тощо.

У країнах, які створювали біологічну
зброю, ці роботи проходили під контролем вій�
ськових і спецслужб. Але ніхто не може дати
гарантій, що такі роботи не ведуться під конт�
ролем інших суб’єктів, зокрема терористич�
них, фашистських і расистських організацій,
мафіозних структур та вчених�маніяків.

Як вважає академік РАН О. Ф. Спірін,
тим, хто захоче виготовити біологічну
зброю, чи то екстремістськи настроєний
уряд, опозиційна партія, чи просто група
громадян, не знадобиться будувати інститут
з полігоном. Одна добре оснащена лабора�
торія, в якій працюватиме десятеро людей,
цілком у змозі зробити генетичну зброю.
Тим паче, що, за оцінками експертів, лабо�
раторія з виробництва біологічної зброї в су�
часних умовах, разом зі всім устаткуван�
ням, може коштувати в межах від декількох
десятків до декількох сотень тис. доларів
США, а як біологічна зброя можуть бути ви�
користані й ті патогени, які конвенціональ�
но не заборонені до застосування в дослідниць�
ких цілях для отримання діагностичних
систем, вакцин та інших медичних препаратів.

Американський вчений Роб Карлсон
(Rod Carlson), фізик і біолог, що працював
певний час із Брентом в MSI, прогнозує, що
приблизно протягом десятиліття створення
біологічної зброї з нуля стане таким же прос�
тим і дешевим, як побудова сайту.

Увагу журналістів привернув сайт ком�
панії VH Bio Ltd, що займається постачан�
ням устаткування і витратних матеріалів
для біологічних лабораторій. В одному з ка�
талогів біосировини було знайдено вельми
дивні «товари»: на продаж виставили фраг�
менти ДНК смертельно небезпечних для лю�
дини вірусів віспи й іспанського грипу. Для
оформлення замовлення на ДНК віспи зна�
добилося лише назвати адресу, номер
мобільного телефона й адресу електронної
пошти, і вже через три години в редакцію
The Guardian подзвонив кур’єр і повідомив,
що замовлення доставлено. Жодних пе�
ревірок того, кому відправляється потенцій�
но небезпечний вантаж, проведено не було.
Одержувачем міг би бути як законослухня�
ний учений, так і можливий терорист.

У цих умовах контроль за біотехно�
логічним ринком у мережі має стати важли�
вим новим завданням поліцейських підроз�
ділів, які контролюють тіньові кримінальні
ринки в Інтернеті. 
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Не меншу небезпеку становить розроб�
лення нейрофармакологічних засобів конт�
ролю за поведінкою. Про те, що й ці роботи
вже проводили, на вагомому фактичному
матеріалі написано достатньо багато книг.
По суті, йдеться про розроблені види психот�
ропної зброї на основі біотехнології.

Ще наприкінці 50�х років А. Берл, на той
час помічник державного секретаря США,
який брав участь у програмах ЦРУ з контро�
лю поведінки за допомогою нейрофармако�
логії, записав у своєму щоденнику: «Я побо�
ююсь одного. Якщо вчені зроблять те, що
запланували, то люди перетворяться на му�
рашок, якими маніпулюють».

Ніколи з тіні не виходитимуть і євгенічні
роботи з наділення людини надвластивостя�
ми (гіперагресією, гіпервитривалістю, гі�
перреакцією, нечутливістю до болю, спеки,
холоду, баченням у темряві і т. д.). Резуль�
тати такої наукової діяльності цікавлять пе�
редусім військових і спецслужби. Але й інші
зазначені вище суб’єкти не обійдуть це сто�
роною. Наприклад, мафіозні структури, що
«обслуговують» спорт (а вірніше гроші, що
їх заробляють на спорті), вже зараз активно
співпрацюють з тіньовими ученими в роз�
робленні нових засобів, які підвищують ви�
тривалість спортсменів. При цьому головне
завдання тут — розроблення препаратів, які
неможливо виявити за допомогою тестування.

У березні 2006 р. в США проходила пер�
ша міжнародна зустріч експертів, присвяче�
на питанням генетичного допінгу. На ній на�
голошувалося, що олімпіади ХХI століття
багато в чому будуть змаганнями фармако�
логії і генетиків. На сьогодні відомо три ге�
ни, які, ймовірно, використовуватимуться
спортсменами і які неможливо буде визначи�
ти існуючими методами, причому їх можна
вводити безпосередньо в м’язову тканину як
звичайну вакцину: модифікований вірус,
який менш уразливий до бунту імунної сис�
теми (adeno�associated viruses AAVs); другий
ген зростання клітин внутрішньої поверхні
судин (vascular endothelial growth factor
VEGF); третій ген, що сприяє нарощуванню
м’язів, і він замінить заборонені зараз сте�
роїди (insulin�like growth factor 1 IGF�1). Дон
Кетлін (Don Catlin), біохімік, який працює в
Каліфорнійському університеті, вважає, що
визначити наявність цих генів в організмі
спортсменів буде практично неможливо.

З великою часткою ймовірності можна
припустити, що, незважаючи на будь�які
можливі обмеження і заборони, проводити�
муться роботи з нелегального клонування
людини і навіть створення людиноподібних

химер. Тим паче, що технології для цього
вже створено.

Група вчених з 2�го Шанхайського медуні�
верситету під керівництвом Хуейчжень Шен
створила понад 100 гібридних ембріонів,
з’єднавши клітини людської шкіри з яй�
цеклітинами кроликів. Гібридам протягом
декількох днів дозволили розвиватися в лабо�
раторних блюдцях, а потім знищили, щоб от�
римати з них ембріональні стовбурові клітини.
Законодавство Китаю не дозволяє вирощувати
ембріонів для дослідів більше 14 днів. Стовбу�
рові клітини, отримані з гібридних ембріонів,
здатні до росту протягом тривалих періодів ча�
су в лабораторних умовах і можуть перетворю�
ватися на будь�який вид клітин.

Біолог з Гарварду Дуглас Мелтон відзна�
чив, що створення китайцями «фантастично�
го» ембріона може комусь нагадати химеру з
грецької міфології з головою лева, головою
козла і хвостом змії, але це — не перший випа�
док, коли вчені змішують в лабораторії кліти�
ни людини і тварин. Були, наприклад, експе�
рименти з мишами, яких для досліджень
«забезпечували» клітинами людського мозку
або частинами імунної системи.

Британська біотехнологічна компанія
Imutran з початку 90�х років минулого
століття розводить свиней для використан�
ня в трансплантації людині. Багато діабе�
тиків було підключено до свинячих печінки
і нирки в апаратах тимчасового діалізу. Про�
ект компанії PPL (США) включає створення
стада корів, що виробляють людські про�
теїни, і кроликів з людським кальцитоні�
ном, який допомагає заміщати кістку.

Компанія Pharmino (Нідерланди) займаєть�
ся виробництвом в організмі корів людського
лактоферину, який активізує імунну систему.

Корпорації Genzyme Transgenics і Advan�
ced Cell Technology співпрацюють, щоб ство�
рити стада худоби, яка буде носієм людсь�
ких протеїнів у крові і м’ясі, наприклад,
таких як альбумінова сироватка, використо�
вувана для підтримки рідиною балансу кро�
ві у жертв опіків. Учені генетично модифі�
кують свиней з людськими протеїнами, що
слугують як ідентифікаційний сигнал для
імунної системи людини. Це приймається
системою захисту людського організму та�
ким чином, що орган не відторгається.

Незважаючи на мораторій Ради Європи
на клінічне тестування трансплантатів з ор�
ганів тварин на людях, уведений ще в січні
1999 р., роботи в цьому напрямі тривають. 

Клонування тварин для використання їх
як фабрик гормонів для людей розвивається
посиленими темпами. Ця технологія ціка�
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вить учених і компанії через кількість ор�
ганів, гормони і фармацевтичні препарати,
які можна отримати таким чином. 

Королівський жіночий госпіталь в Мель�
бурні (Австралія) створює мишу, яка синте�
зує людську сперму, трансплантуючи їй
клітини людських яєчок. В Японії універси�
тет у м. Тотторі досяг таких самих резуль�
татів, і тепер учені з цього закладу хочуть
спробувати запліднити людську яйцекліти�
ну спермою, синтезованою мишею. Жіноче
молоко вироблятимуть корови і кози.

Оскільки біотехнологічна революція від�
криває можливості для реалізації будь�яких
людських фантазій, завжди знайдуться
суб’єкти, готові їх використовувати в суто
утилітарних цілях (військових, оператив�
них, комерційних). Де, наприклад, гарантії
того, що мафіозні структури в майбутньому
не організують нелегальні постачання люд�
ських клонів для садомазохістських утіх
різного роду збоченців або людиноподібних
химер для приватних зоопарків?

Клонування людини — процес на цей час
ще проблематичний (багато вчених�гене�
тиків й досі сумніваються в можливості кло�
нування людини, незважаючи на появу
клонів тварин) і вельми витратний.

Криза клонування, що посилилась із почат�
ком цілої епопеї передчасних смертей перших
клонів великих ссавців, спонукала до перегля�
ду теорій і методів, які застосовували під час
клонування. Учені відзначають, що складність
будови людських хромосом зробить цей процес
стосовно клонування людей ще важчим.

На сьогодні шість різновидів ссавців: вів�
ця, миша, кролик, свиня, корова і кішка
змогли пройти успішно процедуру клонуван�
ня, але численні спроби досягти подібних ре�
зультатів з приматами були невдалими.

Можна висунути достатньо обґрунтовану
гіпотезу про те, що можлива поява псевдо�
клонування людини, людських органів і
тканин. Мається на увазі заява про клону�
вання людських органів, легітимізація цьо�
го процесу в гуманних цілях (наприклад,
для заміни хворих органів), а насправді,
здійснення кримінального обороту реальних
людських органів і тканин під виглядом
продуктів клонування. Зараз ставити на кон�
веєр вбивство людей з метою вилучення орга�
нів для кримінальних структур є все�таки
морочливим і небезпечним. Немає легально�
го прикриття. Легалізація клонування
відкриває для цього широкі можливості.
Причому попит на тіньовому ринку транс�
плантології цей процес прискорюватиме.
Набуває дедалі більшого поширення так зва�

ний «трансплантаційний туризм» до Індії
і Південно�Східної Азії (по суті небезпечний
різновид мафіозного ринку трансплантації). 

Іншим напрямом діяльності мафіозних
структур стало використання генної інже�
нерії для виведення стійких сортів нарко�
вмісних рослин з метою підвищення їхньої
врожайності, захисту від шкідників і т. д. 

Тіньовий розвиток біотехнології відбу�
вається не тільки в «законспірованих приват�
них володіннях», а, як було вже зазначено,
в державних лабораторіях, під контролем
військових і спецслужб. І саме це робить
міжнародно�правовий контроль за тіньовим
(кримінальним) використанням біотехнології
найскладнішим зі всіх інших видів контролю.

Крім того, вчені обґрунтовано наголошу�
ють на абсолютно різних підходах у регулю�
ванні біотехнології в європейських і азійських
країнах. Наприклад, іудео�християнське уяв�
лення Заходу про святість унікальної особи
не є універсальним. В інших частинах світу,
наприклад в Азії, погляд на проблему біотех�
нології людини значно менш сентименталь�
ний. Отже будь�які дослідження там можуть
здійснюватись практично безперешкодно.

Азійські традиції на кшталт буддизму
і синтоїзму не проводять різких етичних
відмінностей між людством і рештою творіння,
як це властиво християнству. Саме тому в Азії
раніше була поширена така практика, як
інфантицид (вбивство дітей), а зараз китайське
керівництво вирішило впровадити дії, на За�
ході неприпустимі, зокрема, взяття органів
в ув’язнених, які підлягають смертній карі.
При цьому азійські країни на цей час во�
лодіють науковою інфраструктурою, необхід�
ною для конкуренції в біомедицині. Виходячи
з відмінностей в етичному сприйнятті світу
біотехнологія в майбутньому може стати важ�
ливою лінією розділу в міжнародній політиці.

За всіх складностей міжнародно�право�
вого регулювання біотехнології і біомедици�
ни таке регулювання — основоположний
початок контролю за кримінальними на�
слідками біотехнологічної революції. Основ�
ні принципи такого контролю містяться в
Конвенції ООН про заборону розробки, ви�
робництва і накопичення запасів бактеріо�
логічної (біологічної) і токсичної зброї і про
їх знищення (1971 р.), у Загальній декла�
рації ООН про геном людини і права людини
(розробленою Міжнародним комітетом
ЮНЕСКО з біоетики і прийнятою Генераль�
ною конференцією ЮНЕСКО в 1997 р.), а та�
кож в Декларації ООН про клонування
людини (прийнята резолюцією 53/280 Гене�
ральної Асамблеї від 8 березня 2005 р.).
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Однак Конвенція з бактеріологічної зброї,
на думку багатьох фахівців, за більш ніж 35�річ�
ний період потребує істотних доповнень. На�
приклад, вона дозволяє здійснювати контроль
тільки під час проведення робіт на оборонних або
державних підприємствах, які фінансуються
з державного бюджету, але не в комерційних
структурах. Адже саме в приватних структурах
здійснюється найбільш активне розроблення
біотехнології. Крім того, Конвенція не перед�
бачає заборони на застосування біологічної
зброї нового покоління, зокрема генетичної.

Що стосується Загальної декларації про
геном людини і Декларації про клонування
людини, то вони є саме деклараціями, що не
мають конвенціонального механізму міжна�
родної співпраці. Крім того, Загальна декла�
рація про геном людини містить об’єктивно
закладені в неї суперечності. З одного боку,
ст. 11 проголошує заборону на практику
клонування з метою відтворення людської
особини, а державам і міжнародним органі�
заціям пропонується співпрацювати з метою
виявлення такої практики й ухвалення на
національному і міжнародному рівнях не�
обхідних заходів. А з другого боку, ст. 12
містить вимоги про загальний доступ до до�
сягнень біології, генетики і медицини, що
стосується геному людини, і свободу прове�
дення наукових досліджень. При цьому ст.
11 припускає негативне використання біо�
технології, а ст. 12 — позитивне, для змен�
шення страждань людей і поліпшення стану
здоров’я кожної людини і всього людства.

Постійна суперечність між негативними
і позитивними наслідками розвитку біотех�
нології, що об’єктивно не знімається, може
регулюватися тільки додатковими міжна�
родними конвенціональними документами.

Тим часом багато провідних експертів
ООН займають тверду позицію, відповідно
до якої репродуктивне клонування людини
та інші подібні види генетичної інженерії
мають бути кваліфіковані як одна з катего�
рій злочинів проти людства. У зв’язку з цим
було сформульовано пропозицію про те, щоб
Міжнародний кримінальний суд розслідував
і переслідував випадки клонування людини.

Серед країн ЄС в авангарді «хрестового
походу» проти клонування людини опини�
лися Німеччина і Франція. Вони запропону�
вали розробити в рамках ООН Міжнародну
конвенцію проти клонування людини з метою
її відтворення. Підтримавши цю ініціативу,
Генеральна Асамблея ООН у грудні 2001 р. ух�
валила рішення про розроблення такої конвенції.

Окрім Міжнародної конвенції проти клону�
вання людини з метою її відтворення, доцільно

також ставити питання про розроблення
додаткового протоколу про незаконне вико�
ристання і розповсюдження біотехнології в
рамках транснаціональної організованої зло�
чинності (як відомо, три протоколи вже прий�
нято: про запобігання і припинення торгівлі
людьми, особливо жінками і дітьми, та пока�
ранні за неї; про незаконне ввезення мігрантів
сушею, морем і повітрям; про незаконне ви�
готовлення і оборот вогнепальної зброї, її
складових частин, компонентів і боєприпасів).

Не менш актуальним є розроблення й ух�
валення Конвенції про боротьбу з біотеро�
ризмом, про що неодноразово піднімалося
питання на багатьох міжурядових і міжна�
родних наукових зустрічах.

Враховуючи ту обставину, що, на думку
фахівців�генетиків, генетичну зброю можна
використовувати не тільки проти людей, але
й проти сільського господарства, перед сис�
темою Інтерпол стоїть також завдання засто�
совувати з метою поліцейського контролю
міжнародних документів, що визначають
правила безпеки під час роботи з генетично�
зміненими організмами.

Це — Картагенський протокол (регулює
переміщення ГМО), Декларація Ріо (визна�
чає, що тягар доведення нешкідливості ле�
жить на виробникові продукції), документи
Кодексу Аліментаріус і комісії ООН з харчо�
вих стандартів (містять стандарти для ГМО�
продуктів), а також дві директиви Євросою�
зу (визначають методи оцінки загрози,
правила моніторингу, а також умови, за
яких видають дозволи на випуск ГМО).

Міжнародно�правовий контроль за біо�
технологією має стати гранично жорстким,
міжнародно�правові норми — максимально
обмежувальними, враховуючи, що будь�який
відступ від заборон може стати необоротним
злочином проти людства. Відсутність такого
жорсткого контролю і єдиної міжнародної
позиції з цих питань створює підґрунтя для
можливості виникнення «генетичних Чорно�
билів» у різних куточках земної кулі.

Багато років тому Уїнстон Черчілль ска�
зав: «Кам’яне століття може повернутися на
сяючих крилах науки». Не можна допусти�
ти, щоб це попередження видатного політи�
ка стало пророчим.

Джерело: 
http://unewworld.com/novosti[nauki[

novejshie[texnologii/geneticheskie[vojny[
gennaya[inzheneriya.html

Матеріал підготувала 
О. С. Виноградова
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BIOMECHANICAL ENGINEERING: 
FROM BIOSYSTEMS TO IMPLANT TECHNOLOGY

Біомеханічна інженерія: від біосистем до технології імплантації 

За редакцією P. Prendergast

Найбільш авторитетне видання з біомеханіки від провідних фахів�
ців світу. Якщо йдеться про сухожилля, кістки або серце, кожна час�
тина людської біологічної системи виконує свою механічну функцію,
яку вивчають на різних рівнях. Таким чином, біомеханіка викликає
інтерес з погляду вивчення анатомії, фізіології, техніки, ортопедії,
відновлювальної і спортивної медицини, ергономіки, елект�
рофізіологічної кінезіології та інших дисциплін.

Пропонована книга є першим всеосяжним текстовим матеріалом,
призначеним для біомеханічних інженерів. Складається з окремих розділів, які охоплюють
широкий діапазон питань і висвітлюють всі аспекти біомеханіки /біомеханічної інженерії.

Для урізноманітнення процесу навчання вміщено допоміжний матеріал з Інтернету. 
Логічний розгляд питань побудовано на основі загальноприйнятної прогресивної практики

викладання в провідних університетах світу.

Обсяг: 500 стор.
Видавництво: «Academic Press» (США).
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOMEDICAL CHROMATOGRAPHY

Біомедична хроматографія

За редакцією J. T. Elwood

Біомедична хроматографія — наука, присвячена застосуванню хро�
матографії і суміжних методів у біологічних та медичних досліджен�
нях. В основу цих досліджень покладено методи і технології, що стосу�
ються розділення, ідентифікації та визначення речовин у галузі
біохімії, біотехнології, молекулярної біології, клітинної біології,
клінічної хімії, фармакології та суміжних дисциплін, а також аналізу
біологічних рідин, клітин і тканин, очищенню біологічно важливих
сполук і т. д. У пропонованій монографії обговорюються і розглядають�
ся ці та пов’язані з ними теми.

Обсяг: 178 стор.
Видавництво: «Nova Science Pub Inc» (США).
Дата публікації: 2010 р. 
Мова: англ.

ННННООООВВВВІІІІ    ППППУУУУББББЛЛЛЛІІІІККККААААЦЦЦЦІІІІЇЇЇЇ    ЗЗЗЗ    ББББІІІІООООТТТТЕЕЕЕХХХХННННООООЛЛЛЛООООГГГГІІІІЇЇЇЇ
ТТТТАААА    ССССУУУУММММІІІІЖЖЖЖННННИИИИХХХХ    ДДДДИИИИССССЦЦЦЦИИИИППППЛЛЛЛІІІІНННН
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ENVIRONMENTAL BIOTECHNOLOGY: 
BASIC CONCEPTS AND APPLICATIONS

Екологічна біотехнологія: Основні концепції та використання 

I. S. Thakur

Біотехнологія так чи інакше торкається життя кожної людини. Це
одна з основних технологій ХХІ століття з багатогранною сферою вико�
ристання, починаючи від малих об’єктів до застосування у виробництві
товарів. Екологічна біотехнологія є дуже широкою галуззю, що швид�
ко розвивається. Актуальність її постійно зростає, сприяючи стійкому
розвиткові і захисту довкілля під час виробництва біоматеріалів. Ця га�
лузь революціонізувала розуміння процесів життєзабезпечення навко�

лишнього середовища, уможливила застосування чистої технології для вирішення екологічних
проблем. Книга є оглядом основних екосистемних процесів, перетворень і порушень довкілля
в результаті природних явищ і діяльності людини з використанням біотехнологічних прин�
ципів реабілітації для його розвитку і захисту.

Зміст:
1. Вступ. 
2. Навколишнє середовище та екосистемні процеси.
3. Екологічні ресурси повітря, води і ґрунту.
4. Екологічні порушення повітря, забруднення води і ґрунту.
5. Глобальні екологічні проблеми.
6. Структурно�функціональна динаміка життя мікроорганізмів. 
7. Забруднення повітря і контроль.
8. Забруднення води і контроль цього процесу.
9. Тверді відходи і контроль забруднення ґрунту.

10. Деградація природних сполук. 
11. Деградація ксенобіотиків.
12. Біоабсорбція металів.
13. Біотехнологічні процеси в галузі управління природокористуванням.

13.1. Поглинання вуглецю.
13.2. Біодобрива і біопестициди.
13.3. Біоремедіація.
13.4. Компостування.
13.5. Біополімери та біопластика.
13.6. Біовилуговування.
13.7. Отримання біогазу.
13.8. Біоенергетика біоетанолу й біодизеля.
13.9. Наноматеріали: парадигми, процеси і перспективи.

14. Біотехнологічні процеси у виробництві і засобах захисту.
14.1. Целюлозно�паперова промисловість.
14.2. Шкіряна промисловість.
14.3. Лікеро�горілчана промисловість.
14.4. Лакофарбова промисловість.
14.5. Виробництво антибіотиків.
14.6. Нафтодобувна промисловість.
14.7. Молочна промисловість.

Обсяг: 534 стор.
Видавництво: «IK International Publishing House Pvt. Ltd» (США).
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.
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Нові публікації

PLANT METABOLISM AND BIOTECHNOLOGY

Метаболізм рослин і біотехнологія

H. Ashihara, A. Crozier, A. Komamine

Різноманітні рослинні метаболіти є корисними для життя людини і то�
му виробництво їх з використанням сучасних біотехнологічних прийомів
має величезне потенційне значення, особливо в галузях сільського госпо�
дарства і охорони здоров’я. У пропонованій книзі описуються біосинте�
тичні шляхи метаболітів рослин, їхні функції в рослинах і застосування
для біотехнології. Тематика книги охоплює такі наукові напрями:

біосинтез і метаболізм цукрів і крохмалю;
біосинтез ліпідів;
симбіотична фіксація азоту;
метаболізм нуклеотидів; 
пуринові алкалоїди в метаболізмі;

біосинтез нікотину;
біосинтез терпеноїдів;
біосинтез алкалоїду бензилізохіноліну;
біосинтез монотерпеноїдних індольних алкалоїдів; 
біосинтез флавоноїдів;
біосинтез пігментів: антоціанів, бетаціанів і каротиноїдів;
метаболоміки в галузі біотехнології;
крохмалі та цукри.

Пропонована книга є важливим посібником і призначена для дослідників та студентів, які
спеціалізуються в галузі біохімії, біології рослин, метаболічної інженерії, біотехнології, харчо�
вої промисловості, сільського господарства і медицини.

Обсяг: 420 стор.
Видавництво: «WileyaBlackwell» (США).
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOMEDICAL MICROSYSTEMS

Біомедичні мікросистеми
E. Meng

Істотно впливаючи на здоров’я людини, технології біомедичних мікросис�
тем (bioMEMS) охоплюють різні аспекти: від матеріалознавства до біології,
хімії, фізики, медицини і техніки. Віддзеркалюючи міждисциплінарний
характер цієї галузі, книга охоплює основи мініатюризації з описом
біоматеріалів, мікро� і нанотехнологій, а також їх відповідне застосування.

Автор книги — активний дослідник, якого нещодавно було названо
одним з новаторів технологічних оглядів серед молодих учених у віці
до 35 років. У вступній частині йдеться про переваги мініатюризації.
Далі розглянуто матеріали, технологію їх виготовлення та необхідні
компоненти для всіх bioMEMS. Висвітлено також основоположні
принципи і складові елементи, зокрема мікрофлюїдні концепції, сис�

теми лабораторії�на�чипі, зондування і методи виявлення. У завершальних розділах подано
декілька важливих додатків bioMEMS (мікродіаліз, катетер�сенсори, MEMS�імплантати, ней�
ронні зонди і тканинна інженерія).

Для читачів, які мають лише обмежені уявлення про MEMS і bioMEMS, пропонована книга
є практичним вступом у технологію застосування цих пристроїв і принципів їх експлуатації з
наведенням прикладів для кращого розуміння цієї складної теми. 

Обсяг: 412 стор.
Видавництво: «CRC Press» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.
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THE ROLE OF INTELLECTUAL PROPERTY RIGHTS 
IN BIOTECHNOLOGY INNOVATION

Роль прав на інтелектуальну власність 
в інноваційному потенціалі біотехнології 

Під редакцією D. Castle

Права на інтелектуальну власність (ПІВ), зокрема патенти, посіда�
ють важливе місце в інноваційній системі, але дотепер ведуться дискусії
щодо того, якою мірою вони сприяють або перешкоджають інноваціям.
Крізь призму біотехнології ця книга глибоко розкриває основні питан�
ня, що стосуються інновацій та інтелектуальної власності для оцінки
вимог позитивної і негативної дії прав інтелектуальної власності на
інновації. Міжнародна група вчених з різних дисциплін — економічної
географії, медичного права, бізнесу, філософії, історії, суспільної охоро�

ни здоров’я, управління вивчають, як ПІВ фактично працює в інноваційних системах, не тіль�
ки з погляду теорії, але й ґрунтуючись на глобальних, регіональних, національних, поточних та
історичних контекстах. При цьому автори прагнуть розкрити тематику і вийти за межі устале�
ного припущення про роль прав інтелектуальної власності в інноваційних системах. 

Учені й студенти, заінтересовані в інноваціях, науково�технічній політиці, праві інтелекту�
альної власності й передачі технологій, знайдуть у цій книзі багато цікавого, а її висновки бу�
дуть корисні для осіб, які беруть участь у прийнятті рішень у політиці науки і техніки, для ме�
неджерів інтелектуальної власності в галузі біотехнології, а також для фірм венчурного
капіталу.

Обсяг: 459 стор.
Видавництво: «Northampton, MA: Edward Elgar, Publishing» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIONANOTECHNOLOGY II: 
GLOBAL PROSPECTS 

Біонанотехнологія ІІ: глобальні перспективи

За редакцією D. Reisner

Ґрунтуючись на інформації, наведеній у Довіднику з біомедичної
інженерії (Biomedical Engineering Handbook) і отриманого нового ма�
теріалу, ця книга спирається на досвід фахівців з таких країн, як Іран,
Куба, Південна Африка, Велика Британія, Канада, Китай, Індія та
Росія. Вона відображає дедалі зростаюче значення наномедицини
і біотехнології, включаючи такі питання, як біомімікрія, стовбурові
клітини, оптичні тканини, нанопокриття для медичних пристроїв, що
імплантуються, біобатареї, будівельні блоки ДНК, протеїнові пристрої,

квантові крапки, застосування в харчовій промисловості, косметиці, кардіодіагностиці, достав�
ленні лікарських засобів, фотоніці, біоаналізі, оптиці, наномедицині, персоніфікованій меди�
цині й бізнесі біотехнологічних компаній.

Обсяг: 350 стор.
Видавництво: «CRC Press» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.
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Нові публікації

MODERN ADVANCES IN CHROMATOGRAPHY 
(ADVANCES IN BIOCHEMICAL ENGINEERING BIOTECHNOLOGY)

Сучасні досягнення хроматографії 
(Досягнення біохімічної інженерної біотехнології)

R. W. Allington, M. Barut, O. Bruggemann, J. M. J. Frechet

Огляд присвячено новому хроматографічному методу — капілярній
електрохроматографії (КЕХ), якій останнім часом приділяється велика
увага. Принципи цього методу ґрунтуються на поєднанні електроосмо�
тичного потоку і стаціонарної фазової взаємодії з аналізом. Описано
прилади КЕХ, технології капілярних колонок, умови розділення, а та�
кож детально розглянуто приклади їх застосування.

Обсяг: 283 стор.
Видавництво: «Springer» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF PHOTOSYNTHETIC 
PROTEINS: BIOCHIPS, BIOSENSORS AND BIODEVICES 

(BIOTECHNOLOGY INTELLIGENCE UNIT)

Біотехнологія фотосинтетичних протеїнів: біочипи, біосенсори і біоприa
строї (біотехнологічні інтелектуальні елементи) 

M. T. Giardi, E. Piletska

У пропонованому виданні подано огляд останніх досліджень фотосис�
тем II та систем, доступних для біотестування забруднювачів за допомо�
гою біосенсорів, що ґрунтуються на фотохімічній активності. Дані, наве�
дені в цій книзі, слугуватимуть основою для розроблення комерційних
біосенсорів, призначених для використання в оперативному аналізі по�

переднього відбору забруднювальних речовин фотосистеми II, зводячи до мінімуму дорогі й тру�
домісткі лабораторні аналізи.

Обсяг: 232 стор.
Видавництво: «Springer» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOREMEDIATION TECHNOLOGY: RECENT ADVANCES

Технологія біодеградації: останні досягнення

M. H. Fulekar

Забруднення довкілля стало однією з основних глобальних проблем
сьогодення. Сучасне зростання індустріалізації, урбанізація, інтенсив�
ний розвиток сільського господарства і виробництво електроенергії
спричинили неврегульовану експлуатацію природних ресурсів для за�
доволення дедалі більших людських потреб і бажань, порушуючи при
цьому екологічний баланс, від якого залежить якість навколишнього
середовища. Сучасні технологічні досягнення в галузі хімічних про�
цесів/операцій сприяють одержанню нових продуктів, а також появі
у великій кількості нових забруднювальних речовин, які перевищують
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здатність навколишнього середовища проводити самоочищення. У зв’язку з прогресивним
погіршенням довкілля, що стало загрозою для життя людини, ця проблема постала як одна
з найболючіших. 

У книзі обговорюється процес біодеградації, що ґрунтується на технології реабілітації, для
очищення і відновлення забруднених ділянок і захисту навколишнього середовища. Розглядає�
ться можливості ефективніших біологічних процесів у галузі молекулярної біології та екології.
Книга містить спеціальні документи, підготовлені відомими фахівцями, в яких наведено еко�
номічно обґрунтовані ефективні стратегії біодеградації за допомогою іммобілізації забрудню�
вальних речовин з метою очищення довкілля. Призначена для аспірантів з фахів: біотехно�
логія/науки про життя/екологія, дослідників з університетів і науково�дослідних інститутів,
а також промисловості.

Обсяг: 290 стор.
Видавництво: «Springer» (США). 
Дата публікації: 2010 р. 
Мова: англ.

BIOSENSORS: FROM ELECTRIC CIRCUITS TO IMMUNOSENSORS

Біосенсори: від електричних ланцюгів до імуносенсорів

J.?Y. Yoon, L. J. Lucas

Книга призначена для біомедичних інженерів та інженерів�електриків і покликана забезпе�
чити міждисциплінарний підхід до дослідження біосенсорів. У ній розглядаються основні схе�
ми датчиків для біомедицини, зокрема біомедичного зондування. Поданий матеріал стосується
використання структурних елементів, починаючи з основ дизайну датчиків температури і
закінчуючи складнішими біосенсорами.

Обсяг: 330 стор.
Видавництво: «Springer» (США). 
Дата публікації: 2010 р. 
Мова: англ.

BIOTECHNOLOGY OPERATIONS: PRINCIPLES AND PRAC[
TICES

Біотехнологічні операції: принципи і практика

M. J. Roy

Через швидкий розвиток біотехнологічної галузі й цілого спектра
дисциплін, які сприяють її поширенню, виникла підвищена потреба
в ретельніше спланованій і повнішій інтеграції розвитку біотехно�
логічних проектів. Незважаючи на великий практичний досвід і на�
явність доступної літератури, жодна книга ще не стала всеосяжним
практичним посібником з основних принципів біотехнології.

Заповнюючи цю прогалину, пропонована монографія відображає
інтеграційну філософію, виступаючи як практичний посібник для сту�
дентів, фахівців, усіх зацікавлених в розвиткові біотехнологічної про�

мисловості. Хоча в багатьох виданнях розглядаються конкретні технічні аспекти біотехнології,
у цій книзі, мабуть, уперше інтегруються найважливіші концепції її розвитку, наукових і уп�
равлінських принципів та навиків, таких функціональних аспектів біотехнології, як:

Біообробка.
Клінічні випробування.
Доклінічні дослідження.
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Нові публікації

Управління проектами. 
Забезпечення якості.
Контроль якості.
Питання регулювання.

У детальному практичному поясненні оптимізації процесів біотехнології йдеться про те, як
використовувати конкретне планування випуску продукції, проектування і процеси управлін�
ня проектами для безперешкодного поєднання планів і зусиль у ключових функціональних пи�
таннях. Застосовуючи уроки всієї історії біотехнології, Майкл Рой висвітлює процес розроблен�
ня принципів, які можуть сприяти безпечному і більш ефективному просуванню продуктів на
ринок. Спираючись на досвід своєї роботи в промисловості і викладання в аспірантурі в Універ�
ситеті штату Вісконсин, автор роз’яснює основні методологічні і практичні принципи, щоб до�
помогти зменшити ризики і вирішити проблеми реалізації майбутніх технологічних відкриттів
у матеріальних продуктах.

Обсяг: 416 стор.
Видавництво: «CRC Press» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOSEPARATION TECHNOLOGY

Технологія біосепарації 

N. Mishra, A. Dubey

У пропонованій книзі, призначеній для фахівців у галузі інженерії
або біології, розглянуто основи технології біосепарації, що зараз бурх�
ливо розвивається. Монографія починається зі вступу з подальшим
висвітленням процесів руйнування клітин, фільтрації, центрифугуван�
ня, адсорбції і екстракції. Розглядаються також мембранні процеси
розділення, осідання, хроматографія, електрокінетичні методи розді�
лення і остаточна обробка та формулювання висновків.

Обсяг: 416 стор.
Видавництво: «CRC Press» (США). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOTECHNOLOGY

Біотехнологія

D. Roy 

У монографії подано опис структури, організації і функції генетично�
го матеріалу з детальним обговоренням генетичного, структурного коду,
кодексу регулювальних норм і положень, РНК�МІР, «редагування» РНК
та імпринтингу ДНК. Також розглядаються ген, його структура і
експресія, клонування генів, мутагенез in vitro, транспозонований мута�
генез, сайлесинг генів, синтез ДНК, технологія секвенування, а також
секвенування і збирання геному. Докладно описано молекулярну техно�
логію маркера та її застосування, технології структурної геноміки, зок�
рема методи аналізу нуклеотидів і галотипів, функціональну геноміку,
технологію вивчення функцій генів і взаємодію на рівні окремих генів та
в повногенному масштабі, а також технологію протеоміки.

Обсяг: 800 стор.
Видавництво: «Alpha Science International» (США). 
Дата публікації: 2010 р. 
Мова: англ.
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BIOMECHATRONICS IN MEDICINE AND HEALTH CARE

Біомехатроніка в медицині та охороні здоров’я

За редакцією R. K. Y. Tong

На сьогодні виникла потреба в біомехатронних пристроях у ме�
дичній галузі і дедалі більша кількість дослідницьких груп займається
розробленням різних систем у цій сфері. Мета книги полягає в спри�
янні розумінню фахівцями нових технологій, що застосовуються або
застосовуватимуться в медицині для вирішення різних клінічних проб�
лем, а також в розкритті можливостей біомехатроніки під час лікуван�
ня й обслуговування пацієнтів. Розглянуто також нові й захоплюючі
міждисциплінарні напрями досліджень, що стосуються, зокрема, робо�

тизованої терапевтичної системи для реабілітації після інсульту, екзоскелетів для повсякденної
діяльності людей, які мають інвалідність, функціональної електричної стимуляції і без�
провідної активної капсульної ендоскопії. Кожен розділ містить важливі довідкові матеріали
з конкретної теми. Книга призначена для дослідників, фахівців інженерного і медичного
профілю, студентів і тих, хто захоплюється мехатронікою.

Обсяг: 416 стор.
Видавництво: «Pan Stanford Publishing» (Велика Британія ). 
Дата публікації: 2011 р. 
Мова: англ.

BIOMATERIALS AS STEM CELL NICHE

Біоматеріали як ніша для стовбурових клітин

За редакцією K. Roy

Останні досягнення біології стовбурових клітин відкрили новий
напрям у клітинній терапії. У пропонованій книзі подано сучасний пог�
ляд на використання біоматеріалів як штучних ніш для інженерних
стовбурових клітин з метою кращого розуміння їх біології в 3D біоміме�
тичних умовах та розроблення нових стратегій для ефективного довго�
строкового обслуговування і спрямованої диференціації стовбурових
клітин в різних терапевтичних лініях. Стовбурові клітини тварин і лю�
дини як ембріонального походження, так і дорослих, обговорюються з
погляду практичного застосування для регенерації нервових волокон,

використання в ортопедії, серцево�судинній терапії, формування клітин крові і протипухлинної
терапії. Як синтетичні, так і природні біоматеріали розглядаються з акцентом на характер
індукування матеріально�стовбуровими клітинами (material�stem cells) прямих конкретних
сигналів. 

Книга призначена для фахівців у галузі біоматеріалів і створення тканин, лікарів, а також
біологів, провідних спеціалістів з фундаментальних досліджень і застосування ембріональних
і дорослих стовбурових клітин.

Обсяг: 350 стор.
Видавництво: «Springer» (США). 
Дата публікації: 2010 р. 
Мова: англ.
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INaTECH 2011: INTERNATIONAL CONFERENCE INaTECH 2011: INTERNATIONAL CONFERENCE 
ON INNOVATIVE TECHNOLOGIESON INNOVATIVE TECHNOLOGIES

Міжнародна конференція з інноваційних технологійМіжнародна конференція з інноваційних технологій
(INaTECH 2011)(INaTECH 2011)

Дата проведення: 01–03.09.2011 р.
Місце проведення: Братислава (Республіка Словаччина). 
Вебaсайт: http://www.in�tech.info

Теми конференції:
– медичні інноваційні технології;
– біотехнологія та біоінженерія;
– інноваційні технології для сільського господарства;
– нанотехнологія;
– інтелектуальні виробничі системи;
– моделювання і симуляція;
– неемпіричний, генетичний алгоритм, нейронні мережі;
– виробництво біологічних систем;
– відновлювані і нетрадиційні джерела енергії, енергетичні системи.

AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY INTERNATIONAL AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY INTERNATIONAL 
CONFERENCE 2011 (ABIC 2011)CONFERENCE 2011 (ABIC 2011)

Міжнародна конференція 2011 рокуМіжнародна конференція 2011 року
із сільськогосподарської біотехнології (ABIC 2011)із сільськогосподарської біотехнології (ABIC 2011)

Дата проведення: 06–09.09.2011 р.
Місце проведення: Йоганнесбург (Південно�Африканська Республіка).
Вебaсайт: http://www.abic2011.co.za/

ABIC — щорічне зібрання вчених, що є унікальним форумом, на якому обговорюються ос�
танні наукові досягнення в галузі сільськогосподарської біотехнології, намічаються майбутні
напрями технологій, розглядаються різноманітні чинники, які можуть вплинути на розвиток
науки і бізнесу в глобальному масштабі.

На сьогодні визнано, що сільськогосподарська біотехнологія може відігравати значну роль
в економічному розвиткові на місцевому, регіональному, національному і міжнародному
рівнях.

ККККООООННННФФФФЕЕЕЕРРРРЕЕЕЕННННЦЦЦЦІІІІЇЇЇЇ,,,,     ЗЗЗЗ’’’’ЇЇЇЇЗЗЗЗДДДДИИИИ,,,,
ССССИИИИММММППППООООЗЗЗЗІІІІУУУУММММИИИИ,,,,     ВВВВИИИИССССТТТТААААВВВВККККИИИИ
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INTERNATIONAL CONFERENCE ON BIOTECHNOLOGY ANDINTERNATIONAL CONFERENCE ON BIOTECHNOLOGY AND
ENVIRONMENT MANAGEMENT — ICBEM 2011ENVIRONMENT MANAGEMENT — ICBEM 2011

Міжнародна конференція з біотехнології Міжнародна конференція з біотехнології 
та управління навколишнім середовищем — ICBEM 2011та управління навколишнім середовищем — ICBEM 2011

Дата проведення: 06–18.09.2011 р.
Місце проведення: Сінгапур (Республіка Сінгапур).
Вебaсайт: http://www.icbem.org/

Метою конференції є об’єднання зусиль дослідників, учених з метою обміну досвідом, нови�
ми ідеями і результатами досліджень з усіх аспектів біотехнології та раціонального природоко�
ристування, обговорення практичних проблем управління навколишнім середовищем і
суміжних дисциплін. 

66 THTH BIONANOTOX AND APPLICATIONS INTERNATIONALBIONANOTOX AND APPLICATIONS INTERNATIONAL
RESEARCH CONFERENCERESEARCH CONFERENCE

6aта міжнародна науковоaпрактична конференція 6aта міжнародна науковоaпрактична конференція 
з біонанотоксикології та її застосуванняз біонанотоксикології та її застосування

Дата проведення: 10–13.09.2011 р. 
Місце проведення: Алабама (США).
Вебaсайт: http://www.goingtomeet.com/228150

BioNanoTox (біологія, нанотехнологія і токсикологія) є новою галуззю досліджень, яка вив�
чає біологічні системи (рослини, тварини і людину) та навколишнє середовище у поєднанні з на�
номатеріалами.

Теми конференції: 
– біотехнологія;
– нанотехнологія;
– токсикологія;
– хімія;
– біологія/мікробіологія;
– фармацевтика/діагностика;
– охорона здоров’я;
– сільське господарство;
– обчислювальна наука/інформатика;
– біоінформатика;
– нейроінформатика.
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1aST INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SECONDARY METABOLITES:1aST INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SECONDARY METABOLITES:
CHEMICAL, BIOLOGICAL AND BIOTECHNOLOGICAL PROPERTIESCHEMICAL, BIOLOGICAL AND BIOTECHNOLOGICAL PROPERTIES

(ISSET 2011)(ISSET 2011)
1aй Міжнародний симпозіум зі вторинних метаболітів: їхні1aй Міжнародний симпозіум зі вторинних метаболітів: їхні

хімічні, біологічні та біотехнологічні властивості (ISSET 2011)хімічні, біологічні та біотехнологічні властивості (ISSET 2011)

Дата проведення: 12–15.09.2011 р. 
Місце проведення: Денізлі (Туреччина). 
Вебaсайт: http://issmet2011.pau.edu.tr/

Теми конференції:
– Хімія вторинних метаболітів (синтез, властивості, біологічна активність і т. д.).
– Роль вторинних метаболітів у клітинах рослин в середовищах in vitro й in vivo.
– Вторинні метаболіти рослин і тварин та їх біотехнологія.
– Вторинні метаболіти лікарських рослин і їхня роль у фармакології.
– Використання вторинних метаболітів у промисловості (виноробстві, виробництві чаю,

харчовій промисловості та ін.)

22 NDND ANNUAL BIO INDIA INTERNATIONAL CONFERENCEANNUAL BIO INDIA INTERNATIONAL CONFERENCE
2aга щорічна Міжнародна конференція 2aга щорічна Міжнародна конференція 

BIO India International partnering BIO India International partnering 

Дата проведення: 21–22.09.2011 р. 
Місце проведення: Хайдерабад (Індія). 
Вебaсайт: http://www.bio.org/bioindia/content.aspx?id=358

Цей ексклюзивний форум буде місцем зустрічі для біотехнологічних і фармацевтичних ком�
паній з Північної Америки, Європи і Азії. Присвячений вивченню й обговоренню можливостей
для бізнесу в новому біотехнологічному секторі Індії.

BIO для Індії — це більш ніж 10�річний досвід біотехнологічного і фармацевтичного партнер�
ства. Конференція відома своїми успішними проектами в США, Японії і Німеччині, зокрема во�
на є найбільшою подією з партнерства у сфері біотехнології, бізнес�форумах і Міжнародній кон�
венції в галузі біотехнології.

33RDRD INTERNATIONAL CONFERENCE ON CHEMICAL, BIOLOGICALINTERNATIONAL CONFERENCE ON CHEMICAL, BIOLOGICAL
AND ENVIRONMENTAL ENGINEERING (ICBEE 2011)AND ENVIRONMENTAL ENGINEERING (ICBEE 2011)
3aтя Міжнародна конференція з хімічної, біологічної 3aтя Міжнародна конференція з хімічної, біологічної 

та екологічної інженерії (ICBEE 2011)та екологічної інженерії (ICBEE 2011)

Дата проведення: 23–25.09.2011 р. 
Місце проведення: Ченду (Китай) 
Вебaсайт: http://www.icbee.org/

Міжнародна конференція з хімічної, біологічної та екологічної інженерії є однією з важливих
міжнародних подій, де обговорюються нові основні досягнення і результати досліджень у цій галузі. 
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ICBEE 2011 також сприятиме полегшенню взаємодії між дослідниками і практиками, які
працюють в найрізноманітніших науково�виробничих напрямах і зацікавлені в ширшому роз�
виткові хімічної, біологічної і екологічної інженерії та пов’язаних з нею методів.

У конференції візьмуть участь провідні вчені, інженери і фахівці зі всього світу, що виявля�
ють інтерес до цієї галузі. 

8TH EUROPEAN CONGRESS OF CHEMICAL ENGINEERING /8TH EUROPEAN CONGRESS OF CHEMICAL ENGINEERING /
1ST EUROPEAN CONGRESS OF APPLIED BIOTECHNOLOGY1ST EUROPEAN CONGRESS OF APPLIED BIOTECHNOLOGY

8aй Європейський конгрес із хімічної інженерії /8aй Європейський конгрес із хімічної інженерії /
1aй Європейський конгрес із прикладної біотехнології1aй Європейський конгрес із прикладної біотехнології

Дата проведення: 25–29.09.2011 р.
Місце проведення: Берлін (Німеччина). 
Вебaсайт: http://ecce2011.de/ECCE.html

Обговорювані питання:
• Біовиробництво.
• Процес біотермодинаміки.
• Відновлювані джерела енергії, біопаливо і біоенергетика. 

WORLD CONFERENCE ON MARINE BIODIVERSITYWORLD CONFERENCE ON MARINE BIODIVERSITY
Всесвітня конференція з морського біорізноманіттяВсесвітня конференція з морського біорізноманіття

Дата проведення: 26–30.09.2011 р.
Місце проведення: Абердін (Велика Британія). 
Вебaсайт: http://www.marine�biodiversity.org/about/

Загальною метою Всесвітньої конференції з морського біорізноманіття є привернення уваги
вчених, практиків і громадськості до обговорення та вирішення питань, що стосуються цієї
важливої проблеми.

Мета конференції:
• огляд знань про біорізноманіття і його роль у функціонуванні морських екосистем;
• оцінка найважливіших загроз для морських систем і розроблення стратегії управління;
• обговорення стійкого розвитку і соціально�економічних наслідків для морської галузі;
• визначення майбутніх пріоритетних досліджень.
Теми конференції:
– таксономія;
– біорізноманіття;
– зміна біорізноманітності з часом;
– морські технології: платформи і датчики для 21�го століття;
– морська біотехнологія;
– використання екосистем;
– зміна клімату;
– екстремальні морські ситуації;
– біоінформатика та надання даних;
– досягнення в галузі статистики у зв’язку з морським біорізноманіттям;
– морська політика і право;
– морське біорізноманіття та здоров’я людини;



137

Конференції, з’їзди, симпозіуми, виставки 

– інтеграційна структура фізичної динаміки і зв’язок з біорізноманіттям; 
– біорізноманіття — функція екосистеми;
– з’язок біорізноманіття — функції екосистем та їх використання;
– біорізноманіття, освіта і роз’яснювальна робота;
– екологічна фізіологія;
– вплив діяльності людини на біорізноманіття.

VІІ МІЖНАРОДНА НАУКОВА КОНФЕРЕНЦІЯ VІІ МІЖНАРОДНА НАУКОВА КОНФЕРЕНЦІЯ 
«ЧИННИКИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ ЕВОЛЮЦІЇ ОРГАНІЗМІВ»«ЧИННИКИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЇ ЕВОЛЮЦІЇ ОРГАНІЗМІВ»

Дата проведення: 26–30.09.2011 р.
Місце проведення: Алушта, Україна.
Вебaсайт: http://www.kon�ferenc.ru/konferenc04_09_11.html

VII Міжнародна наукова конференція «Чинники експериментальної еволюції організмів»
присвячена 110�річчю з дня народження Л. М. Делоне.

Наукові напрями конференції:
1. Еволюція геномів у природі та експерименті.
2. Структура і функція хромосом.
3. Молекулярна структура та організація геномів.
4. Проблеми екогенетики (до 25�річчя аварії на Чорнобильській АЕС).
5. Аналіз і оцінка генетичних ресурсів.
6. Прикладна генетика і селекція.
7. Біотехнологія в сільському господарстві і медицині (до 90�річчя з дня народження

Р. Г. Бутенко).
8. Генетика людини і медична генетика.
9. Питання викладання генетики, еволюції і біотехнології.

I КОНФЕРЕНЦІЯ МОЛОДИХ УЧЕНИХ I КОНФЕРЕНЦІЯ МОЛОДИХ УЧЕНИХ 
«БІОЛОГІЯ РОСЛИН ТА БІОТЕХНОЛОГІЯ»«БІОЛОГІЯ РОСЛИН ТА БІОТЕХНОЛОГІЯ»

Дата проведення: 05–07.10.2011 р.
Місце проведення: Біла Церква (Україна).

Секції конференції: 
1. Молекулярна та клітинна біологія.
2. Регуляція росту і розвитку рослин.
3. Структурна та функціональна геноміка.
4. Біотехнологія.
5. Рослинні ресурси для біопалива.
6. Функціональні харчові продукти рослинного походження.
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2aГА МІЖНАРОДНА КОНФЕРЕНЦІЯ 2aГА МІЖНАРОДНА КОНФЕРЕНЦІЯ 
«РЕГУЛЯЦІЯ РОСТУ І РОЗВИТКУ РОСЛИН: «РЕГУЛЯЦІЯ РОСТУ І РОЗВИТКУ РОСЛИН: 

ФІЗІОЛОГОaБІОХІМІЧНІ ТА ГЕНЕТИЧНІ АСПЕКТИ»ФІЗІОЛОГОaБІОХІМІЧНІ ТА ГЕНЕТИЧНІ АСПЕКТИ»

Дата проведення: 11–13.10.2011 р. 
Місце проведення: Харків (Україна).
Вебaсайт: www�biology.univer.kharkov.ua

Тематичні напрями роботи конференції:
1. Фізіолого�біохімічна, фітогормональна та фітохромна регуляція росту і розвитку.
2. Генетична регуляція розвитку.
3. Фотоперіодичний та яровизаційний контроль розвитку. 
4. Молекулярно�біологічні та біотехнологічні аспекти регуляції цвітіння.
5. Прикладні аспекти регуляції росту, розвитку і продуктивності рослин.

BIOTECHNIKA 2011BIOTECHNIKA 2011
Міжнародна виставка «БІОТЕХНІКАa2011»Міжнародна виставка «БІОТЕХНІКАa2011»

Дата проведення: 11–13.10.2011 р. 
Місце проведення: Ганновер (Німеччина).
Вебaсайт: http://www.biotechnica.de/homepage_d

«БІОТЕХНІКА» — провідна Європейська виставка передової біотех�
нології. Основна мета заходу — організація діалогу між фахівцями, що працюють в різних нап�
рямах біотехнології. Цей форум є унікальною платформою для обміну ідеями і пошуку парт�
нерів для проведення сумісних досліджень і вирішення актуальних завдань.

Тематика
Біоінженерія:
– аналітичні методи;
– технології біопроцесу;
– біотехнологічні продукти;
– хімія;
– біоінформатика/послуги;
– медичне і фармацевтичне застосування;
– біотехнологія для захисту навколишнього середовища;
– застосування в сільському господарстві;
– с/х продукція/заводська біотехнологія;
– вирощування тварин;
– біологічний контроль над шкідниками сільського господарства;
– застосування в харчовій промисловості;
– біотехнологія у виробництві продуктів харчування.

BIO CHINA INTERNATIONAL CONFERENCEBIO CHINA INTERNATIONAL CONFERENCE
Міжнародна конференція BIO CHINAМіжнародна конференція BIO CHINA

Дата проведення: 12–13.10.2011 р.
Місце проведення: Шанхай (Китай).
Вебaсайт: http://www.bio.org/biochina/



139

Конференції, з’їзди, симпозіуми, виставки 

У цій конференції візьмуть участь керівники біотехнологічних виробництв, фармацевтич�
них та інвестиційних компаній з Північної Америки, Європи і Азії з метою вивчення можливос�
тей для бізнесу в новому біотехнологічному секторі Китаю.

Організації біотехнологічної промисловості в Китаї мають більш ніж 15�річний досвід в про�
веденні міжнародних конференцій для біотехнологічної промисловості, зокрема Міжнародної
конференції «БІО», найбільшої в світі щорічної конференції з біотехнології. «БІО» представляє
1200 біотехнологічних компаній, академічних інститутів, державних центрів біотехнології
і пов’язаних з нею організацій на території Сполучених Штатів та понад 30 інших країн.

ANALYTICA ANACON INDIA 2011 — ANALYTICA ANACON INDIA 2011 — 
6aТА МІЖНАРОДНА ВИСТАВКА АНАЛІТИЧНОГО 6aТА МІЖНАРОДНА ВИСТАВКА АНАЛІТИЧНОГО 

І ЛАБОРАТОРНОГО УСТАТКУВАННЯ, ІНСТРУМЕНТУ,І ЛАБОРАТОРНОГО УСТАТКУВАННЯ, ІНСТРУМЕНТУ,
БІОТЕХНОЛОГІЇБІОТЕХНОЛОГІЇ

Дата проведення: 12–14.10.2011 р.
Місце проведення: Бомбей (Індія).
Вебaсайт: http://www.profiexpo.ru/exhibition.asp?ID=1774

Періодичність проведення виставки — один раз на два роки.
Основні тематичні розділи:
– аналіз / контроль якості;
– вимірювальне і тестувальне устаткування;
– лабораторні технології;
– біотехнологія;
– медицина і діагностика.
Галузі застосування:

хімія, нафтохімія;
фармацевтична промисловість, косметологія;
медицина, діагностика;
електротехніка, електроніка;
харчова промисловість, натуральні продукти харчування;
екологія, захист навколишнього середовища та ін.

IV CONGRESS OF POLISH BIOTECHNOLOGY IV CONGRESS OF POLISH BIOTECHNOLOGY 
AND IV EUROBIOTECH 2011AND IV EUROBIOTECH 2011

IV конгрес біотехнології Польщі та IV «Євробіотех» 2011IV конгрес біотехнології Польщі та IV «Євробіотех» 2011

Дата проведення: 12–15.10.2011 р.
Місце проведення: Краків (Польща).
Вебaсайт: http://eurobiotech.krakow.pl/gb//about�congress.html

Тематика
«Червона» біотехнологія:
– функціональна перевірка геному раку;
– опромінення для ядерної медицини;
– молекулярна діагностика і персоналізована медицина;
– перенесення генів та генна терапія;
– cтовбурові клітини в біотехнології;
– cтовбурові клітини, генна терапія і біоетика.
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«Зелена» біотехнологія:
– біотехнологічні підходи до виявлення стресостійкості генів для підвищення врожайності; 
– агробіотехнологія — сільськогосподарська технологія, біологічна безпека і економіка;
– агробіотехнологія — біотехнологія геному рослин;
– агробіотехнологія — біотехнологія у тваринництві, сільському господарстві та біомедицині;
– біотехнологія в харчовій промисловості й виробництві кормів;
– екологічна біотехнологія.
«Біла» біотехнологія:
– нутрігеноміка, нутрігенетика і сучасна діагностика;
– промислові біомаси та промислова біотехнологія;
– промислові біопроцеси і біокаталіз;
– синтетична біологія, біоінформатика і нанотехнології;
– фармацевтична біотехнологія;
– відновлювані джерела енергії.
«Фіолетова» біотехнологія:
– передача технологій — основні питання укладення договорів у галузі біотехнології;
– правові питання, що стосуються інтелектуальної власності та соціальних аспектів біотех�

нології;
– права інтелектуальної власності в біотехнології.

NATIONAL CONFERENCE ON RECENT ADVANCES NATIONAL CONFERENCE ON RECENT ADVANCES 
IN PLANT SCIENCESIN PLANT SCIENCES

Національна конференція з останніх досягнень у рослинництвіНаціональна конференція з останніх досягнень у рослинництві

Дата проведення: 15–16.10.2011 р. 
Місце проведення: Алігарх (Індія).
Вебaсайт: https://docs.google.com/document/

pub?id=1FJjEInqt_gMcnRtoxZnKcSyR4AWfwaYJQ7lInfcC4lQ

До участі в конференції запрошуються всі бажаючі для вільного обміну думками і встанов�
лення наукових контактів.

Теми конференції:
– біотехнологія рослин;
– молекулярна біологія і цитогенетика;
– екологія рослин і навколишнього середовища;
– насіннєві рослини;
– біохімія і фізіологія рослин;
– рослини для репродуктивної біології;
– морфологія та анатомія рослин;
– мікробіологія і патологія рослин.

V МІЖНАРОДНА НАУКОВА КОНФЕРЕНЦІЯ V МІЖНАРОДНА НАУКОВА КОНФЕРЕНЦІЯ 
«ВІДНОВЛЕННЯ ПОРУШЕНИХ ПРИРОДНИХ ЕКОСИСТЕМ»«ВІДНОВЛЕННЯ ПОРУШЕНИХ ПРИРОДНИХ ЕКОСИСТЕМ»

Дата проведення: 18–21.10.2011 р. 
Місце проведення: Донецьк (Україна).
Вебaсайт: http://www.kon�ferenc.ru/konferenc12_10_11.html

Під час роботи конференції планується розглянути такі питання:
– вивчення біорізноманіття природних екосистем, їх відновлення і охорона; 
– комплексне збереження і стійке використання біорізноманіття; 
– генетичні для популяції і фізіолого�біохімічні аспекти стійкості рослин в умовах техно�

генного забруднення; 
– фітоіндикація техногенних забруднень; 



Конференції, з’їзди, симпозіуми, виставки 

141

– фіторекультивування і фітомеліорація порушених земель; 
– інтродукція рослин у ботанічних садах і дендропарках, їхня роль у збереженні й віднов�

ленні біорізноманіття.

INTERNATIONAL CONFERENCE ON COMPUTER ENGINEERINTERNATIONAL CONFERENCE ON COMPUTER ENGINEERINGING
AND BIOINFORMATICS ICCEB 2011AND BIOINFORMATICS ICCEB 2011

Міжнародна конференція з комп’ютерної інженерії Міжнародна конференція з комп’ютерної інженерії 
та біоінформатики ICCEB 2011та біоінформатики ICCEB 2011

Дата проведення: 21–23.10.2011 р.
Місце проведення: Каїр (Єгипет). 
Вебaсайт: www.icceb.org

Загальна інформація
Метою серії конференцій ICCEB є забезпечення форуму для створення основ нового принци�

пового підходу до комп’ютерної інженерії та біоінформатики. Із цією метою передбачається за�
лучення учасників з різним рівнем підготовки з метою сприяння встановленню контактів між
різними галузями досліджень, а також виявлення і обговорення новітніх теорій, методик,
інструментів і доповнень. 

МІЖНАРОДНА НАУКОВА КОНФЕРЕНЦІЯ МІЖНАРОДНА НАУКОВА КОНФЕРЕНЦІЯ 
«ДОСЯГНЕННЯ І ПЕРСПЕКТИВИ РОЗВИТКУ СЕЛЕКЦІЇ, «ДОСЯГНЕННЯ І ПЕРСПЕКТИВИ РОЗВИТКУ СЕЛЕКЦІЇ, 
ОБРОБКИ ТА ВИКОРИСТАННЯ ПЛОДОВИХ КУЛЬТУР»ОБРОБКИ ТА ВИКОРИСТАННЯ ПЛОДОВИХ КУЛЬТУР»

Дата проведення: 24–27.10.2011 р.
Місце проведення: Ялта (Україна).
Вебaсайт: www.nbgnsc.com

Програма конференції:
• Генетичні ресурси, селекція, генетика кісточкових, субтропічних плодових,

горіхоплідних, ягідних і нетрадиційних культур насіннєвих.
• Сортовивчення плодових культур.
• Технологічні прийоми обробки і розмноження.
• Зберігання і переробка плодової продукції.

1717 THTH ANNUAL BIO EUROPE 2011 ANNUAL BIO EUROPE 2011 
17aта щорічна конференція BIO EUROPE 201117aта щорічна конференція BIO EUROPE 2011

Дата проведення: 31.10–02.11.2011 р.
Місце проведення: Дюссельдорф (Німеччина).
Вебaсайт: http://www.ebdgroup.com/bioeurope/index.php

BIO�EUROPE є найбільшою партнерською конференцією у Європі в галузі
індустрії біотехнології. Конференція щорічно залучає до участі провідних фахівців у цій галузі,
а також фармацевтики і фінансів, представників найвідоміших нових компаній. Цю подію, що
проводиться за підтримки BIO, розцінюють як видатну для розвитку біотехнологічної промис�
ловості.
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1111 THTH ASIAN TEXTILE CONFERENCEASIAN TEXTILE CONFERENCE
11aта Азійська конференція з текстильної промисловості 11aта Азійська конференція з текстильної промисловості 

Дата проведення: 01–04.11.2011 р. 
Місце проведення: Дегу (Республіка Корея).  
Вебaсайт: http://www.atc11.org/program/topics.php

Головною темою конференції є загальний погляд на текстиль з точки зору людини і приро�
ди. З урахуванням постійного процесу розвитку і розширення текстильної промисловості, що
пов’язаний з проникненням в інші науково�дослідні й технологічні галузі, тематика включає
міждисциплінарні питання, пов’язані з текстильною промисловістю, а також з волоконною,
текстильною і полімерною галузями науки та інженерії.

Головні питання: 
• волоконні та полімерні матеріали;
• оброблення текстилю, механіка і машини;
• фарбування, обробка, нанесення покриттів і ламінування;
• тестування текстилю, оцінка та продуктивність;
• текстильний дизайн, мода і виробництво одягу;
• інтерактивний текстиль і нанотехнології;
• екологічно чистий текстиль і біотехнологія;
• текстиль, що застосовується в екстремальних ситуаціях/текстиль, що виконує захисну

функцію;
• нетканий і технічний текстиль;
• новий композитний текстиль і його застосування.

INTERNATIONAL SEMINAR ON THE APPLICATION INTERNATIONAL SEMINAR ON THE APPLICATION 
OF SCIENCE & MATHEMATICSOF SCIENCE & MATHEMATICS

Міжнародний семінар із застосування науки і математикиМіжнародний семінар із застосування науки і математики

Дата проведення: 01–03.11.2011 р. 
Місце проведення: Куала�Лумпур (Малайзія). 
Вебaсайт: http://uhsb.uthm.edu.my/isasm2011/index.html

Тематика конференції:
Фізика: фізика високих енергій, радіаційна безпека, ядерна фізика, геофізика, лазери, фо�

тоніка, контрольно�вимірювальні прилади, нанотехнології.
Хімія: органічна і неорганічна хімія, прикладна хімія, біохімія, хімічний синтез, аналітич�

на хімія, судово�медична хімія, «зелена хімія».
Біологія: біотехнологія, біохімія, біоіндустрія, біополімери, біоінформація, біорізно�

маніття.
Математика: математичне моделювання, біоматематика, обчислювальна математика, моде�

лювання, обчислювальна гідродинаміка, нечіткість і її застосування, чисельний аналіз, інже�
нерна математика, дослідження операцій і оптимізація.

Статистика: статистичне моделювання, випадкові процеси, оперативні дослідження,
функціональна статистика, нейронна мережа, прогнозування, евристичний підхід.

Інженерні науки: нанотехнології, полімери, матеріалознавство, напівпровідники, нові ма�
теріали, електротехнічна і електронна техніка, цивільне будівництво, машинобудування.
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44 THTH ENVIRONMENTAL TECHNOLOGY AND MANAGEMENTENVIRONMENTAL TECHNOLOGY AND MANAGEMENT
CONFERENCE (ETMC)CONFERENCE (ETMC)

4aта конференція з екологічної технології і управління (ETMC)4aта конференція з екологічної технології і управління (ETMC)

Дата проведення: 03–04.11.2011 р.
Місце проведення: Бандунг (Індонезія).
Вебaсайт: http://www.etmc�2011.org/index.php

Ця конференція, яка раніше називалася «Семінар з екологічної технології і управління
(ETMS)», проводиться один раз на 4 роки. У ній візьмуть участь політики, вчені, інженери та
експерти в галузі екологічних технологій і управління. Наголос буде зроблено на поточні й май�
бутні місцеві, регіональні та глобальні екологічні проблеми.

Мета конференції:
• Забезпечення платформи для обміну ідеями, інформацією і досвідом між зацікавленими

сторонами.
• Розвиток співпраці та взаємодії між заінтересованим сторонами.
• Обговорення і оцінка останніх підходів, інноваційних технологій, стратегій і нових на�

прямів у вирішенні екологічних питань.
Обговорюватимуться такі теми:

зміна клімату: пом’якшення наслідків зміни клімату, управління ризиками і адаптація;
досягнення в галузі екологічних технологій: екологічна біотехнологія, газифікація,

піроліз, вдосконалений процес окиснення, передові методи контролю якості повітря, мембран�
на технологія;

зелені міста: зелені інфраструктури, утилізація твердих відходів, водопостачання, очи�
щення стічних вод і гігієна навколишнього середовища;

раціональне використання природних ресурсів: сільське господарство, гірничодобувна
промисловість, водні ресурси, якість повітря, екологічний аналіз і управління ризиками;

екогалузі: чистіше виробництво і запобігання забрудненню, безпека, охорона здоров’я
і довкілля.

THE 24THE 24 THTH REGIONAL SYMPOSIUM REGIONAL SYMPOSIUM 
OF MALAYSIA ANALYTICAL SCIENCESOF MALAYSIA ANALYTICAL SCIENCES

24aй регіональний симпозіум Малайзії з аналітичних наук24aй регіональний симпозіум Малайзії з аналітичних наук

Дата проведення: 15–17.11.2011 р.
Місце проведення: Кангар (Малайзія). 
Вебaсайт: http://perlis.uitm.edu.my/skam24

24�й регіональний симпозіум Малайзії з аналітичних наук (SKAM) є підсумком річної діяль�
ності малайзійського товариства з аналітичних наук (ANALIS). Ця подія об’єднує місцевих уче�
них і дослідників з метою обговорення останніх розробок і результатів аналітичної науки зага�
лом і аналітичної хімії зокрема.

Наукова програма включає пленарні засідання, паралельні і стендові сесії. 

Головні теми:
– екологічний аналіз;
– одержання та екстракція речовин;
– техніка спектроскопії;
– органічний і неорганічний синтез;
– аналітична біотехнологія;
– додаткові матеріали;
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– каталіз і промислове застосування;
– біомедичний і фармацевтичний аналіз;
– аналіз продуктів та мікродомішок;
– аналіз природних продуктів;
– електроаналітичний аналіз;
– радіохімія;
– продукти переробки масел;
– біосенсори;
– полімери;
– дослідження скупчення рідини в тканинах.

BIOMALAYSIA 2011BIOMALAYSIA 2011
Біомалайзія 2011Біомалайзія 2011

Дата проведення: 21–23.11.2011 р.
Місце проведення: Куала�Лумпур (Малайзія). 
Вебaсайт: http://www.biomalaysia.com.my/2011/

Це — найбільша конференція в галузі біотехнології в цьому регіоні, в якій беруть участь
представники провідних корпорацій, університетів, дослідницьких інститутів і всесвітньо
відомі лідери. Проводиться восьмий рік поспіль. Одночасно з конференцією BioMalaysia 2011
проходитиме і виставка, що виконує багато нових і цікавих функцій, які дозволять розширити
знання в галузі біотехнології та підняти бізнес на новий рівень.

Виставка і конференція BioMalaysia 2011 проходитимуть разом із 6�м самітом Азійсько�Тихооке�
анського регіону з промислової біотехнології і біоенергетики за участю провідних учених у галузі
екології та промислової біотехнології, увага яких буде спрямована на промислову біотехнологію в
Індії, Азії і в регіонах світу, що розвиваються. Конвергенція цих двох глобальних подій дасть усім
учасникам і відвідувачам широкі можливості для досліджень, розробок і комерціалізації.

Очікується, що в цій міжнародній події візьмуть участь понад 10 000 фахівців зі всіх регіонів.
Будуть представлені винаходи і розробки більш ніж 350 провідних корпорацій, науково�дослідних
інститутів, університетів, урядових установ і окремих провідних дослідників. Експонати включа�
тимуть продукти і прилади для охорони здоров’я і фармацевтики, сільського господарства, стосу�
ватимуться продовольства і напоїв, навколишнього середовища, водних ресурсів і стічних вод, ви�
робництва і біообробки в лісовому господарстві, гірничій справі, біохімії та виробництві біопалива.

THE 3THE 3 RDRD INTERNATIONAL SEMINAR APTECS INTERNATIONAL SEMINAR APTECS 
(APPLIED TECHNOLOGY, SCIENCE & ARTS)(APPLIED TECHNOLOGY, SCIENCE & ARTS)

3aй міжнародний семінар APTECS 3aй міжнародний семінар APTECS 
(прикладна технологія, наука і мистецтво)(прикладна технологія, наука і мистецтво)

Дата проведення: 06–07.12.2011 р. 
Місце проведення: Сурабайя (Індонезія). 
Вебaсайт: http://www.aptecs.its.ac.id/

На цьому форумі обговорюватимуться глобальні питання, що стосуються відновлюваних
джерел енергії, енергоефективності, реструктуризації енергетики, біології морів, морських
і прибережних споруд та навколишнього середовища, а також електроніки, мехатроніки,
матеріалознавства, промислових процесів, інформаційних і комунікаційних технологій,
біотехнології, біомедичної інженерії, нанотехнології. Очікується, що в роботі семінару візьмуть
участь учені, діячі в галузі освіти, бізнесу і промисловості, практичної охорони здоров’я,
працівники державного апарату, мистецтва і культури. 
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44 THTH POLISHaUKRAINIAN WEIGL CONFERENCE POLISHaUKRAINIAN WEIGL CONFERENCE 
ON MICROBIOLOGYON MICROBIOLOGY

«FROM MICROBIOLOGY TO SYNTHETIC BIOLOGY»«FROM MICROBIOLOGY TO SYNTHETIC BIOLOGY»
(MAY 18–21, 2011, CZESZOW NEAR WROCLAW, POLAND)(MAY 18–21, 2011, CZESZOW NEAR WROCLAW, POLAND)

Similar to Parnas conferences on Biochemistry, Weigl conferences on Microbiology have been
organized periodically in Ukraine and Poland. The 1st Weigl conference took place in Lviv (Ukraine)
in 2003, and since that time there were two more Weigl conferences organized in Warsaw and Odesa.
The 4th Weigl conference was organized in May 18–21, 2011, and the scientific sessions took place at
the hall of the hotel in a small village Czeszow located near Wroclaw (Poland).  

Who was Rudolf Stefan Weigl? Briefly, his main discovery is a vaccine against typhus. This dis�
covery was not only a great discovery, but it also got a broad practical application, especially during
the 2nd World War. Weigl has started his scientific carrier in 1907 as an assistant at the Department
of Zoology of the Faculty of Natural Sciences of Lviv University. At that time, it was one of the best
universities in Poland. In his research, Weigl used modern methods related to parasitology, and this
led him to the doctorate habilitation in 1913. Visiting the bacteriological lab of Philip Eisenberg has
provided Weigl with modern microbiological methods, and the break of typhus epidemic in the
Austrian army during the 1st world war has twisted the scientific fate of Weigl. It should be noted
that production of the anti�typhus vaccine involved many outstanding Lviv scientists and artists in
feeding the Rickettsia infected lice, since this was the only way how those people could save their
lives and earn some money in order to survive during German occupation period in 1941–1944. 

Why the logo of the 4th Weigl conference was «From Microbiology to Synthetic Biology»? Among
the honorary guests and keynote speakers of the conference, there were: Waclaw Szybalski, profes�
sor of the University of Wisconsin�Madison (USA) — an outstanding molecular biologist, creator of
synthetic biology which was put in founding gene therapy, and Karl Maramorosch, professor of The
Rutgers�State University of New Jersey (USA) — an outstanding virologist. They both spent their
young years in the Western Ukraine, and prof. Szybalski was born in Lviv, worked at Weigl’s labo�
ratory, and studied at Lviv Technical University. 

The opening ceremony of the 4th Weigl conference took place in Aula Leopoldinum — a histori�
cal hall of Wroclaw University. The meeting was headed by prof. Andrzej Gamian — Head of the
Organizing Committee; prof. M. Niemialtowski — President of the Committee on Microbiology,
Polish Academy of Sciences; prof. S. Komisarenko — Director of the Institute of Biochemistry, NAS
of Ukraine; prof. A. Sibirny — Director of the Institute of Cell Biology, NAS of Ukraine; prof.
W. Szybalski — the University of Wisconsin�Madison (USA), and prof. Karl Maramorosch, The
Rutgers�State University of New Jersey (USA). At the end of the opening ceremony, Halina
Szymura (Poland) presented the film devoted to prof. R. S. Weigl. Some vivid documents taken du�
ring his active work on the development of anti�typhus vaccine were demonstrated in that film.

The Session 1 was devoted to the «History of Medicine and Microbiology», in particular, to the role
of prof. Rudolf Weigl and his lab in the development of parasitology, epidemiology, and microbiology.
At this session, there were two keynote lectures presented by Waclaw Szybalski «Gene therapy and
synthetic biology», and Karl Maramorosch «How Albert Schatz discovered streptomycin and missed

At the Opening Ceremony of the 4th Weigl conference 
in Wroclaw (Poland) in May 18, 2011.
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the Nobel Prize». Besides, Jerzy Chmielowski (Katowice, Poland) who also worked at Weigl’s lab during the
2nd world war period, made a presentation about professor Henryk Mosing who was among the best collabo�
rators of  R. S. Weigl. Iryna Kurganova (Lviv, Ukraine) delivered a lecture «To the 100�years anniversary
of doctor Henrich Mosing birthday», and Rostyslav Stoika (Lviv, Ukraine) had a brief presentation based on
some interesting documents from Lviv City Archives that were touching scientific life of prof. Weigl.

The Session 2 was titled «Medical Microbiology», and there were four lectures presented by:
Serhiy Komisarenko (Kyiv, Ukraine) «Recombinant proteins in prophylaxis, diagnosis, and treat�
ment of tuberculosis and diphtheria», Macej Ugorski (Wroclaw, Poland) «The role of type 1 fimbri�
ae in pathogenesis of Salmonella enteritidis and S. gallinarum», Rostyslav Stoika (Lviv, Ukraine)
«Application of novel functionalized nanosized carriers for drug and gene delivery», and Barbara
Dlugaszewska (Labo Baza Company) «New approaches of New Brunswick Scientific towards pro�
duction and purification of biomass and biologically active compounds».

The Session 3 was titled «Microbial Biotechnology», and all lectures but one  (Nataniel Bialas,
Katowice, Poland) «Production of the exopolysaccarides by a wild type strain Yersinia enterocolitica»)
were presented by the conference participants who work at the Institute of Cell Biology, NAS of
Ukraine (Lviv). The session was opened by the lecture of A. Sibirny (Director of this Institute)
«Yeast metabolic engineering for construction of the advanced producers of biofuels». The next
speakers at this session were: Natalia Finyuk, Yuriy Boretskyy, Yuriy Pynyaha, Valentina
Yatsyshyn, Kostantyn Dmytruk, Nataliya Stasyuk, and Oleh Smutok. 

The Session 4 was titled «Microbial Genetics», and four lectures were presented by: Mykhailo
Gonchar (Lviv, Ukraine) «Nanosized biorecognition elements of biosensors», Andriy Zakalskiy (Lviv,
Ukraine) «Overexpression of (His)6�tagged human arginase 1 in Saccharomyces cerevisiae», Anna
Grudniak (Warsaw, Poland) «Characterization of  E. coli htpG null mutant», and Oleh Stasyk (Lviv,
Ukraine) «Construction of yeast producers of recombinant human arginase 1 as anticancer agent».

The Session 5 was titled «Environmental Microbiology», and the following lectures were presented
by: Anna Pauter (Torun, Poland) «Some physiological properties of microsymbionts stimulating growth
of Robinia pseudoacadia», Anna Brzezinska (Torun, Poland) «Influence of Myxobacteria isolated from
the forest soils on the fungi pathogenic to roots of scot pine (Pinus sylvestris)», Maria Boretska (Kyiv,
Ukraine) «Features of exopolymer composition in thionic bacteria biofilms», Daria Fedorovych (Lviv,
Ukraine) «Study of non�enzymatic systems involved in the chromate tolerance of the yeast Pichia guil�
liermondii», Olena Moshynets (Kyiv, Ukraine) «A new methodological approach for studying the phy�
toshere as a microbial microcosm: a new insight into plant�microbial interactions». 

The Session 6 was titled «Advances in Virology», and the following lectures were presented by:
Marek Niemialtowski (Warsaw, Poland) «Mousepox conjunctivitis and herpetic stromal keratitis as
example of viral ocular infection», Anatoly Potopalsky (Kyiv, Ukraine) «Elicitation and protection
effects of preventive treatments with isatizon against Tobacco Mosaic Virus in Nicotiana tabacum»,
Liudmyla Leibenko (Kyiv, Ukraine) «Phylogenetic analysis of pandemic 2009 influenza A viruses
isolated in Ukraine», Zenoviy Trachuk (Kyiv, Ukraine) «Clinical use of the antiviral effect of yeast
RNA and features of the mechanism of action».

The Session 7 was titled «Advances in vaccinology and immunology», and the following lectures were
presented by: Andrzej Myc (Ann Arbor, USA) «Nanoemulsions as mucosal vaccine adjuvants», Marek
Drab (Wroclaw, Poland) «Caveolae — structure and functions», Anna Kurek (Warsaw, Poland) «Effect
of oleanolic and ursolic acids on bacterial susceptibility to antibiotics and biofilm formation and struc�
ture», Marcin Lukaszewicz (Wroclaw, Poland) «Investigation of Candida albicans virulence factors»,
Heinicke Burhard (SHP Steriltechnik AG/Labo Baza Companies) «Steam sterilization in accordance with
relevant norms», Andrzej Szkaradkiewicz (Poznan, Poland) «Application of autovaccine in treatment of
patients with chronic Staphylococcus aureus infections», Katarzyna Dzierzba (Wroclaw, Poland) «5�
amino�2�pyridyl 1�thioglycosidases application in the glycine epitope glycoconjugate synthesis».

As usual, there was the Poster Session during which a competition of the best posters presented
by young scientists took place. Selected young scientists also got an opportunity to have short oral
presentation. Rostyslav Bilyy (Institute of Cell Biology, NAS of Ukraine) was nominated as the win�
ner of this competition, and got the 1st prize including the monetary support. Other young scientists
working at the research institutions of Ukraine were also awarded. 

Those who want to get acquainted with the materials of the 4th Weigl conference in more detail
can address the journal «Sepsis» (Vol. 4, N 1, 2011) where some lectures, including the keynote lec�
tures, are presented in the form of the articles.

Prof. Rostyslav  Stoika,
Institute of Cell Biology of National Academy of Sciences of Ukraine, Lviv
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Доповнення до Правил для авторів

Текст резюме має починатися реченням, в якому сформульовано актуальність аналізованої
автором (авторами) проблеми. Слід зазначити, що нового є в цій роботі порівняно з іншими, спо�
рідненими за тематикою і цільовим призначенням. 

Далі висвітлюються: 
• предмет, тема, мета роботи; 
• метод або методологія її проведення; 
• результати роботи; 
• галузь застосування результатів; 
• висновки. 
Методи в резюме тільки називаються. Результати роботи слід подавати гранично точно й

інформативно. Наводяться основні теоретичні та експериментальні результати, фактичні дані,
виявлені взаємозв’язки і закономірності. При цьому перевага віддається новим результатам
і висновкам, які, на думку автора статті, мають практичне значення. Потрібно вказати межі
точності та надійності даних, а також ступінь їх обґрунтування. Висновки можуть супроводжу�
ватися рекомендаціями, оцінками, пропозиціями, описаними в статті. Рекомендований се�
редній обсяг тексту резюме для журналу «Біотехнологія» — 2 000 знаків (30 рядків тексту).

Зважаючи на зростаючу популярність журналу «Біотехнологія» серед зарубіжних
науковців, особливу увагу слід приділяти написанню  резюме статті англійською мовою. Для
цього доцільно користуватися послугами кваліфікованих фахівців�лінгвістів з подальшою
науковою редакцією тексту автором(�ами).

Короткі повідомлення
Журнал публікує менші за обсягом статті, які мають безумовну новизну і значущість для біотех�

нології. Ці статті проходять прискорене рецензування і публікуються в короткі терміни. Загальний
обсяг короткого повідомлення обмежений 10 машинописними сторінками, кількість малюнків і/або
таблиць — не більше 3, а список використаних літературних джерел не повинен перевищувати 15.
Розділи короткого повідомлення аналогічні розділам оригінальної статті, але не виділяються заго�
ловками і підзаголовками; результати можуть бути викладені разом з обговоренням.

Доцільність такої позачергової публікації має бути обґрунтована в листі, що надсилається
Головному редакторові автором для кореспонденції. У разі прийняття така робота може бути
опублікована протягом 3–4 місяців.

У розділі «Дискусії» можлива публікація дискусійного матеріалу.

Дополнения к Правилам для авторов

Текст резюме должен начинаться фразой, в которой сформулирована актуальность анализи�
руемой автором (авторами) проблемы. Следует указать, что нового содержит эта работа в срав�
нении с другими, близкими по тематике и целевому назначению.

Далее приводятся:
• предмет, тема, цель работы; 
• метод или методология ее проведения; 
• результаты работы; 
• область применения результатов; 
• выводы.
Методы в резюме только называются. Результаты работы следует описывать предельно точ�

но и информативно. Приводятся основные теоретические и экспериментальные результаты,
фактические данные, обнаруженные взаимосвязи и закономерности. При этом предпочтение от�
дается новым результатам и выводам, которые, по мнению автора статьи, имеют практическое
значение. Следует указать пределы точности и надежности данных, а также степень их обосно�
вания. Выводы могут сопровождаться рекомендациями, оценками, предложениями, описанны�
ми в статье. Рекомендуемый средний объем текста резюме для журнала «Біотехнологія» —
2 000 знаков (30 строк текста).

Учитывая растущую популярность журнала «Біотехнологія» среди зарубежных
специалистов, особое внимание следует уделять написанию резюме статьи на английском
языке. Для этого следует пользоваться услугами квалифицированных специалистов�
лингвистов с дальшейшим научным редактированием текста автором(�ами).
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Краткие сообщения
Журнал публикует меньшие по объему статьи, которые имеют безусловную новизну и зна�

чимость для биотехнологии. Эти статьи проходят ускоренное рецензирование и публикуются
в короткие сроки. Общий объем краткого сообщения ограничен 10 машинописными страница�
ми, количество рисунков и/или таблиц — не более 3, а список использованных литературных
источников не должен превышать 15. Разделы краткого сообщения аналогичны разделам 
оригинальной статьи, но не выделяются заголовками и подзаголовками; результаты могут быть
изложены вместе с обсуждением.

Целесообразность такой внеочередной публикации должна быть обоснована в письме, на�
правляемом Главному редактору автором для корреспонденции. В случае принятия такая рабо�
та может быть опубликована в течение 3–4 месяцев.

В разделе «Дискуссии» возможна публикация дискуссионного материала.

Amendment to the Author rules

Text abstract should begin with a phrase which the author(s) formulated the relevance of the ana�
lyzed problem in. Then it is stated what kind of news this document bears in comparison to other
related topics.

The following are:
• subject, topic, purpose of work;
• method or methodology of work performance;
• results of work;
• application area of results;
• conclusions.
Methods in the abstract are just called. Results are described extremely accurate and informa�

tive. The basic theoretical and experimental results, factual data, manifested associations and com�
mon factors are provided. Thereat new findings and conclusions are preferred which are of practical
importance in the opinion of the author. It should be indicated the limits of accuracy and reliability
of data as well as their degree of justification. Recommendations, estimates, proposals, described in
the article could be given in conclusions. Recommended average volume of the abstract for the
«Біотехнологія» journal is 2 000 characters (30 lines of text).

Given the growing popularity of the «Biotechnology» journal of foreign specialists, special
attention should be paid to the articles resume writing in English. To do this, use the services of the
qualified linguists and scientific text editing by the author(s).

Short messages
«Biotechnology» journal publishes the smaller volume of the items of implicit originality and

relevance to biotechnology. These articles are expedited review and published in a short term. The
total volume of short messages is limited to 10 typewritten pages, number of drawings and/or tables
should not exceed 3, and a list of used literature sources could not be more than 15. Sections of the
brief messages are similar to the sections of the original article, but not highlighted with headings
and subheadings, the results could be given together with the discussion. Author for correspondence
should justify the expediency of such an extraordinary publication in a letter to the editor. In case
of acceptance, such work could be published within 3–4 months.

Publication of a material of polemical character is possible in «Discussions».




