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Більшість рослинних клітин містять
одну чи навіть декілька вакуоль, що можуть
займати до 90% об’єму клітини [1]. Вакуолі
рослинних клітин є важливими клітинними
органелами для перебігу багатьох фізіоло-
гічних процесів у рослині. Вакуолі рослин
відіграють істотну роль у зберіганні важли-
вих мінералів, поживних речовин та протеї-
нів. Функціонування цих клітинних орга-
нел є вкрай необхідним для зміни об’єму
клітини у процесі росту та розвитку росли-
ни, відкриття і закриття продихових клітин
та підтримання тургорного тиску, що зміц-
нює механічну жорсткість зелених тканин
рослин. Вакуолі рослинних клітин є одним
із головних депо іонів Са2+. Тому окрім «кла-
сичних» функцій зберігання, генерації тур-
гору та гідролізу вакуолі рослинних клітин
беруть активну участь у клітинному сигна-
лінгу [2]. Вони відокремлені від цитозолю за
допомогою вакуолярної мембрани, що отри-
мала назву тонопласт. Головними елемента-
ми вакуолярного соку рослинних клітин
є солі неорганічних сполук і вода. Завдяки

пластичності та мультифункціональності
вакуоль рослинні клітини здатні значно
збільшувати свій об’єм і розміри, на -
копичувати в собі багато різноманітних
солей та води із навколишнього середовища
[1]. Такий широкий спектр функцій і плас-
тичність цих клітинних органел роблять їх
привабливими для використання в різнома-
нітних напрямах біотехнології. Хоча біль-
шість рослинних клітин містить велику цен-
тральну літичну вакуоль (ЛВ), деякі типи
клітин дуже часто мають інший тип вакуоль,
набагато менший за розмірами, ніж ЛВ
(рис. 1, 2). Ці вакуолі отримали назву про-
теїнових вакуоль (ПВ) (PSV, Protein storage
vacuoles). Якщо ЛВ є еквівалентами лізосом
тваринних клітин та вакуоль дріжджів, то
походження ПВ ще не з’ясовано [2]. Транс -
порт через тонопласт вакуоль є одним із най-
важливіших процесів, що забезпечує вико-
нання цими клітинними органелами своїх
фізіологічних функцій. Окрім того, слід
зазначити, що вивчення транспортних систем
тонопласта вакуоль відкриває нові перспективи
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В огляді аналізується роль рослинних вакуоль у життєдіяльності рослин, зокрема в підтриманні
клітинного тургорного тиску, зберіганні мінералів та поживних речовин. Описано головні
механізми транспорту через мембрану вакуолі. Наведено основні типи транспорту поживних
речовин, важких металів, вітамінів та органічних сполук через тонопласт вакуоль. Розглянуто
головні системи мембранного транспорту рослинних вакуоль, їхні фізіологічні функції та
охарактеризовано найвідоміші транспортні протеїни вакуоль.

Обговорюються значення та роль транспорту сполук різної природи у вакуолі для життє діяль -
ності рослини. Описано головні типи рослинних вакуоль та їхню роль у функціонуванні рослини.
Розглянуто сучасний стан досліджень транспорту рослинних вакуоль. Подано приклади
використання принципів та механізмів вакуолярного транспорту в різних галузях біотехнології
рослин. Окреслено перспективи нових напрямів і підходів у розвиткові біотехнології рослин із
застосуванням різних типів вакуоль та систем мембранного вакуолярного транспорту. 
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для використання цих органел як клітин-
них «біореакторів» для зберігання й накопи-
чення важливих біологічно активних сполук,
що включають токсини, фарм препарати,
вітаміни та мінерали.  

Протонні помпи рослинних вакуоль. Рух
через тонопласт забезпечується роботою
протонних помп, що створюють електрохі-
мічний градієнт. Рослинні вакуолі мають
два типи протонних насосів — V-АТФази та
V-пірофосфатази [1–4]. V-АТФази — муль-
тимерні комплекси, що є характерними для
тонопласта клітин вищих рослин та грибів,
а також для мембрани лізосом клітин ссав-
ців [5]. V-АТФази — головні компоненти
закислення вакуолярного соку ЛВ [2] (рис.
1, А). Вакуолі рослинних клітин мають піро-
фосфатази, що також забезпечують закис-
лення вакуолярного соку. Н+-пірофосфатази
було знайдено у багатьох представників рос-
линного царства — водоростей, мохів, папо-
ротей [6, 7]. Гомологічні до Н+-пірофосфатаз

протеїни ідентифіковано у деяких бактерій,
однак цей тип протонних помп відсутній у
клітинах тварин і грибів. Н+-пірофосфатази
тонопласта рослинних вакуоль є невеликим
мономером, активність якого залежить від
присутності іонів Mg2+. Цікавим фактом є те,
що існують дві ізоформи цього протеїну,
один із них активується іонами К+, тимча-
сом як інша ізоформа не потребує наявності
цього іона [8]. Хоча загальний рН ПВ є нейт-
ральним, Н+-пірофосфатазу було виявлено у
мембрані глобоїдів, що мають кисле значен-
ня рН по рів няно з вакуолярним соком ПВ
[9] (рис. 2). Відповідно до хімічно-осмотич-
ної моделі енергозалежного транспорту роз-
чинних сполук створення протонного елек-
трохімічного градієнта тонопласта вакуоль
забезпечується роботою V-АТФаз чи Н+-
пірофосфатаз. Створення такого електрохі-
мічного градієнта є головною рушійною
силою транспорту через мембрану тоноплас-
та багатьох сполук, зокрема цукрів, аміно-

Рис. 1. Система транспорту через тонопласт літичних вакуоль:
А — транспорт неорганічних сполук: 1 — пірофосфатаза; 2 — протонна АТФаза V-типу; 3 — AHA10 —
протонна АТФаза Р-типу; 4 — АСА4 та АСА11 — Са2+-залежні АТФази Р-типу; 5 — TPC1 — канал для
Са2+; 6 — TPK1, -2, -3 та -5 — канали для К+; 7 — AtSUTR4-1 та -2 — експортери сульфатів; 8 — MGT —
імпортер Mg2+ ; 9 — NHX — обмінники К+ та Na+ ; 10 — CAX1, -3, -4, та -9 — імпортери Zn2+, Cd2+ та Са2+ ;
11 — CLCa — протонний обмінник NO3

– ; 12 — NRT2.7 — протонний обмінник NO3
–; 13 — CLCс — про-

тонний обмінник Cl– ; 14 — MTP1 і -3 — протонні обмінники Zn2+; 15 — COPT5 — експортер Cu; 16 —
NRAMP4 і -5 — протонні симпортери Cd2+ або Fe3+; 17 — VIT1 — протонний обмінник Fe3+.
Б — транспорт органічних сполук: 1 — АВСС — транспортер антоціанів; 2 — АВСС1 і -4 — транспортери
вітамінів групи В; 3 — АВСС-1 і -2 — транспортери хелатинів і желатинових комплексів; 4 — АВСС5 —
транспортер фосфоінозитолів Р6; 5 –ALMT4, -5, -6 і -9 — канали для малатів та фумаратів; 6 — ELS1 —
пермеаза глюкози; 7 — VGT1 — протонний обмінник глюкози та фруктози; 8 — JAT1 — протонний обмін-
ник нікотину MATE-типу; 9 — ТТ12 — протонний обмінник антоціанів MATE-типу; 10 — DTX35 — про-
тонний обмінник флавоноїдів MATE-типу; 11 — TMT1 — протонний обмінник глюкози, фруктози та саха-
рози; 12 — PTR2 — протонний симпортер пептидів; 13 — SUC4 — протонний симпортер сахарози; 14 —
INT1 — протонний симпортер інозитолу; 15 — ENT1 — протонний симпортер нуклеозидів; 16 — TDT —
транспортер малату та фумарату 
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кислот, катіонів та аніонів мінеральних спо-
лук [2]. Підсилення експресії генів, що
кодують вищезазначені протонні помпи, та
роботи цих помп у тоно пласті може призво-
дити до збільшення протонного електрохі-
мічного градієнта, активізуючи тим самим
пасивний транспорт мінеральних сполук
у вакуолі (рис. 1, 2). 

Системи транспорту аніонів. Іонні кана-
ли відіграють важливу роль у транспорті
мінеральних сполук через тонопласт відпо-
відно до створеного електрохімічного граді-
єнта. Представники іонних каналів тоно -
пласта стали одними з перших протеїнів
вакуоль, що їх було детально охарактеризо-
вано [10–12]. Багато досліджень здійснено
для характеристики функцій неселектив-
них та К+/Са2+-селективних катіонних кана-
лів [2]. Проте зовсім мало робіт, що опи-
сують функції та роботу аніонних каналів.
Відомо всього декілька досліджень з вивчен-
ня функціонування транспортних каналів
малату, Cl– та NO3

– [13, 14]. Механізми
транспорту через тонопласт можуть відріз-
нятись і для клітин з різних типів рослин-
них тканин, і різних типів вакуоль. Вели ко -
го прогресу в дослідженні вакуолярних
транспортних протеїнів було досягнено за
останні роки завдяки декільком досліджен-
ням протеому вакуоль та аналізу мутантів
рослин [15, 16] (рис. 1). 

Роль аніонних каналів вакуолярної мем-
брани у підтриманні мінерального гомеоста-
зу, відповіді на абіотичні та біотичні стреси
ще залишається майже невідомою. Існує

декілька ранніх робіт, що свідчать про сут-
тєве накопичення Cl– та малату у вакуолях за
умов сольового стресу [13]. Відомо, що похід-
ні малату беруть участь у багатьох важливих
процесах у цитоплазмі, гліоксісомах та хло-
ропластах [14]. Рослини із САМ-метаболіз-
мом використовують малат для зберігання
СО2, що вивільняється протягом прохолод-
ної ночі і таким чином допомагає запобігати
істотним втратам води рослиною [2]. Дослі -
дження електрофізіологічних показників
вакуоль мезофілу САМ-рослин Kalan choe
daigremontiana показали значне надхо -
джен ня малату всередину вакуолі [17].
Малат та цитрат є головними похідними
органічних кислот, що накопичуються
у великих кількостях у вакуолярному соку
[1]. Біохімічні експерименти вказують на
те, що один і той самий транспортний проте-
їн відповідає за транспорт більшості карбо-
гідратів [1]. Після відкриття транспортеру
малату було показано, що цей транспортний
протеїн є близьким гомологом транспортера
дикарбоксилату натрію AtTDT (A. thaliana
tonoplast dicarboxylate transporter) (рис. 1, В)
[1]. Завдяки подальшим дослідженням
вакуолярного транспорту було ідентифіко-
вано вакуолярний канал малату, що нале-
жить до родини транспортерів металу ALMT
(Aluminium tolerance metal transporters) [18,
19]. Геном арабідопсису містить 15 ге нів, що
кодують ALMT-транспортери [19]. Хоча
функції більшості ізоформ AtALMT транс-
портерів із арабідопсису ще не з’ясовано,
було встановлено, що саме AtALMT9 локалі-
зується в тонопласті й відповідає за транс-
порт малату у вакуолях клітин мезофілу
[19]. Мутантні лінії рослин за геном
AtALMT9 демонструють незначне зменшен-
ня вмісту малату у вакуолях. Такі несуттєві
зміни у фенотипі мутантних рослин можна
пояснити функціонуванням у вакуолях цих
клітин ще AtTDT-подібного транспортеру
малату AtTDT [2, 19] (рис. 1).

Інша велика група аніонних каналів
вакуоль належить до родини CLC (Cloride
channels). Роль цих каналів і досі є майже
невідомою. Проте відомо, що нітрати
можуть зберігатись у вакуолях у досить
високих концентраціях [1]. Для того аби
забезпечити таке накопичення у вакуолях,
рослинна клітина залучає до роботи транс-
портні протеїни родини CLC. Нещодавно
було показано, що один із протеїнів родини
CLC бере участь у транспорті нітратів [20].
Після детального аналізу CLC-мутантів ара-
бідопсису було виявлено, що саме CLCс відпо-
відає за регуляцію рівня нітратів у тканинах

Рис. 2. Система мембранного транспорту
протеїнових вакуоль  
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рослин [20]. Мутації за цим геном призводи-
ли до зниження накопичення нітратів у тка-
нинах рослин [20]. Цікавим фактом є те, що
вміст інших аніонів, зокрема малату, цитра-
ту та хлориду, був нижчий у мутантів лінії
clcс. Слід зазначити, що мембранну локалі-
зацію CLCс ще не повністю з’ясовано.
Залишається невідомим, де локалізується
CLCс — у тонопласті чи в плазматичній мем-
брані [2]. Було показано, що AtCLCa впли-
ває на обмін та гомеостаз нітратів у рослин
[21]. Мутантні лінії арабідопсису за цим
геном чутливі до дії нітратів у високих кон-
центраціях. Було встановлено, що Atclca
мають більшу чутливість до дії гербіцидів.
Вважають, що більшість CLC-протеїнів є
аніонними каналами, проте було показано,
що AtCLCa є NO3

–:H+ антипортером (рис. 1)
[21]. Достатньо лише незначних змін в амі-
нокислотній послідовності CLC-каналу
(Е148 та Е202), щоб перетворити цей CLCа
на транспортер [21]. Цікавим фактом є те,
що канал AtCLCс має високу ступінь гомоло-
гії з тваринним CLC-5, який є протонно-хло-
ридним обмінником (2Cl–:H+), що функціо нує
в клітинах нирок [2]. Було продемонстрова-
но, що тільки заміна однієї амінокислоти на
іншу в CLC-5 є достатньою, аби змінити спе-
ціалізацію цього обмінника і перетворити
його на протонно-нітратний обмінник
(NO3

–:H+) [22]. Дослідження CLC-каналів
у рослинах рису показали, що OsCLC-1 та
OsCLC-2 відповідають за обмін і гомеостаз
аніонів Cl– у рослинах [23, 24]. 

Окрім нітратів та хлоридів вакуолі рос-
лин накопичують аніони сульфату. Тільки
два транспортери сульфату, а саме SULTR4-
1 та SULTR4-2, відомі на сьогодні. Ці суль-
фатні транспортери відповідають за експорт
сульфатів із вакуоль у цитоплазму в кліти-
нах кореня та гіпокотилю [25]. Таким
чином, подальше вивчення транспорту аніо-
нів через мембрану вакуоль може допомогти
у багатьох напрямах рослинної біотехноло-
гії, зокрема детоксифікації ґрунтів від ніт-
ратів, підвищення солестійкості рослин
шляхом посилення транспорту іонів Cl–

у вакуолі та ін. (рис. 1, А). 
Системи транспорту катіонів. Тонопласт

рослинних вакуоль містить різноманітні за
своїми характеристиками та функціями
катіонні канали і транспортери. Клітини
рослин мають дві родини каналів, що регу-
люються лігандами (LGC, Ligand gated chan-
nels). Першою родиною є канали, подібні до
рецепторів глутамату (GLR, Glutamate
receptor like), другою — канали, що регулю-
ються циклічними нуклеотидами (CNGC,

Cyclic nucleotide gated channels) [2]. Функції
деяких із цих каналів було добре вивчено.
Зокрема показано, що CNGC-канал 3 бере
участь у транспорті катіонів [26]. Проте
остаточно мембранну локалізацію цього
CNGC-каналу ще не з’ясовано. Існує декіль-
ка повідомлень, що свідчать про участь LGC-
каналів рослин у сигнальних процесах клі-
тин, зокрема у вивільнені іонів Са2+ із
вакуоль та інших мембранних резервуарів
клітини [27]. Було показано, що продукт
фосфатінозитольного сигнального шляху —
інозитол 1,4,5-трифосфат (ІР3, inositol 1,4,5-
triphosphate) може вивільняти Са2+ з ізольо-
ваних вакуоль [28]. Разом із вищезазначе-
ним дослідженням існує ще декілька робіт,
що свідчать про існування ІР3-каналу
у вакуолях рослин [29, 30]. Окрім експери-
ментальних доказів існування вакуолярного
ІР3-каналу, деякі дослідження вказують на
існування іншого типу LGC-каналів у тоно -
пласті вакуоль. Було показано, що циклічна
АДФ-рибоза (цАДФР) також може стимулю-
вати вивільнення іонів Са2+ із вакуоль черво-
ного буряку [29]. Фармакологічні дослід-
ження цього каналу свідчать про подібність
останнього до ріанодинового рецептора тва-
ринних клітин [29]. Проте нещодавно прове-
дена робота показала відсутність будь-якої
стимуляції вивільнення Са2+ із вакуоль за
допомогою цАДФ [31]. Слід також зазначи-
ти, що окрім функції вивільнення іонів Са2+

LGC-канали, а саме родина CNGC, бере
участь у транспорті іонів Na+ [32] (рис. 1, А). 

Транспорт іонів Са2+ через мембрану
вакуоль можуть забезпечувати також інші
транспортні протеїни. Зокрема, нещодавно
було відкрито канал транспорту іонів Са2+,
що отримав назву ТРС (Two pore channel)
[33]. Цей канал складається із 12 трансмем-
бранних доменів, двох ЕF-доменів зв’я зу -
вання із Са2+ та потенційного 14-3-3 сайта
зв’язування із 14-3-3 протеїнами [2, 33].
Завдяки аналізу Attpc1 мутантів арабідопси-
су було з’ясовано участь AtТРС1 у закритті
продихів, що залежить від концентрації
іонів Са2+ у цитозолі та в пов’язаному з дією
абсцизинів процесі проростання насіння
[33]. Мутації гена ТРС у рослинах рису при-
зводили до зниження чи гальмування відпо-
віді на дію еліситорів (ксиланази) та індук-
ції процесів гіперчутливої відповіді [34].
Подібний до рослин рису фенотип спостері-
гався і для суспензійної культури тютюну
BY-2 [35]. Таким чином, ТРС-1 може брати
участь у сигнальних процесах, що пов’язані
із захистом рослин від патогенів, проростан-
ні насіння та закритті клітин продихів (вод-
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ному стресі). Після відкриття каналів цього
типу в науковій спільноті виникла велика
полеміка з приводу Са2+-специфічності та
вакуолярної локалізації ТРС-каналів. Однак
низка останніх досліджень із застосуванням
підходів вакуолярної протеоміки, мічення
антитілами та ТРС:GFP-злиттям свідчать
про те, що ТРС-канали є специфічними для
іонів Са2+  і розташовані в то но пласті рослин-
них вакуоль [36–42]. Слід зазначити, що
ТРС-канали нале жать до SV-типу (slow
vacuolar channel) [2] (рис. 1, А).

Калієві канали вакуоль було ідентифіко-
вано завдяки електрофізіологічним дослід-
женням калієвих струмів клітин продихів
[43]. Нещодавно було показано, що вакуо-
лярні калієві канали родини ТРК (Two pore
К+ channel) належать до VK-типу (vacuolar
K+ selective ) та локалізовані і в клітинах
продихів, і в інших типах клітин рослин
[44]. Окрім AtTPK1, геном арабідопсису міс-
тить ще 4 гени, що кодують інші ізоформи
TPK- каналів (AtTPK2, 3, 4, 5) [44, 45]. Усі
форми AtТРК з арабідопсису, за винятком
AtТРК4, локалізовані у тонопласті вакуоль
[2, 44, 45, 46 ]. На відміну від своїх родичів,
AtТРК4 розташований у плазматичній мем-
брані [47]. Подібні за своїми характеристи-
ками ТРК-канали було знайдено в геномах
інших видів рослин, зокрема рису, ячменю,
тютюну, Physcomitreella та ін. [2, 47, 48].
Канали ТРК є невеликою родиною транспор-
тних протеїнів з переважно вакуолярною
локалізацією та селективністю до К+. Типо -
вий ТРК-канал має 4 трансмембранних
домени, дві пори з характерною комбінаці-
єю амінокислот — GYGD, що відповідає за
селективність цих пор для іонів К+ [2, 46].
Окрім того, більшість ТРК-каналів мають
EF-мотиви у С-термінальному кінці та 14-3-
3 мотив у N-термінальному кінці. Тому ці
канали можуть регулюватись як іонами
Са2+, так і 14-3-3 протеїнами [2, 46, 47, 49].
Цікавим фактом є те, що одна з ізоформ
тютюну NtTPK1 може мати варіації в аміно-
кислотній послідовності у другій порі —
замість канонічної GYGD-послідовності
друга пора містить VHGD чи GHGD [50].
Найбільш дослідженим ТРК-каналом є
AtTPK1 [44]. Було встановлено, що функція
AtTPK1 є важливою для закриття продихів,
проростання насіння та індукції осмотично-
го  стресу [44]. Інші ізоформи з арабідопсису
AtTPK2, AtTPK3, AtTPK5 мають вакуоляр-
ну локалізацію, але функціональність цих
каналів ще до кінця не з’ясовано [2, 46].
Цікавим відкриттям була відмінність
у вакуолярній локалізації двох ізоформ

ТРК-каналів із рису [46, 51]. Встановлено,
що OsTPKa міститься в тонопласті ЛВ, проте
OsTPKb локалізується на мембрані ПВ [51].
Така різниця у вакуолярній локалізації
ТРК-каналів свідчить про різноманіття
фізіологічних функцій вакуоль рослин.
OsTPKb є спеціалізованим каналом ПВ і
відіграє важливу роль у процесах формуван-
ня та проростання насіння. Окрім того, дані
свідчать про те, що експресія OsTPKb зрос-
тає в умовах сольового стресу [46]. Імовірно,
OsTPKb не тільки є важливим детермінан-
том гомеостазу К+ в насінні та репродуктив-
них органах рослин, але й відповідає за фор-
мування відповіді на дію сольового стресу
[32, 46] (рис. 1, А; 2). 

Інтерес становить група вакуолярних
транспортних протеїнів �  Na+/H+-антипорте-
рів, що транспортують Na+ та, можливо, калій
у вакуолі [32, 52]. Транспортери родини NHX
було знайдено й охарактеризовано для бага-
тьох видів рослин [53–57] (рис. 1, А; 2). 

Найбільш детально описано AtNHX1
з ара бідопсису, що є одним із головних
детермінантів стійкості рослин до сольового
стресу [55, 58]. Наприклад, експресія AtNHX1
у томатах значно підвищує солестійкість
рослин, такі томати здатні формувати ягоди
за концентрації солей, що є летальною для
рослин дикого типу [55]. Подібні ефекти під-
вищення солестійкості показано також для
OsNHX1 із рису [59, 60]. Геном арабідопсису
містить шість генів цієї родини — AtNHX1-
6 [61]. Кожен представник родини NHX з
арабідопису по-різному реагує на дію абсци-
зинів та високих концентрацій NaCl [61].
NHX-транспортери поділяють на два класи —
І та ІІ. NHX-обмінники класу І мають ЛВ-
специфічну локалізацію, а транспортери
класу ІІ містяться або у превакуолярних
ком партментах, або в інших ендосомальних
компартментах клітин [62, 63]. Дослі дження
NHX-обмінників показали, що анти портери
класу I є насправді К+/H+-обмінниками [63]. 

Таким чином, експериментальні дані
свідчать на користь того, що NHX-транспор-
тери класу І в нормальних умовах беруть
участь у поглинанні іонів калію у вакуолях
для генерації тургору, регуляції рН та збері-
гання K+ [32]. Вони також мінімізують ток-
сичні ефекти сольового стресу й осмотично-
го шоку, транспортуючи іони K+ та в деяких
випадках Na+ у вакуолі, і таким чином під-
тримують відповідний баланс іонів калію
стосовно іонів натрію в цитозолі [63]. 

Тонопласт вакуоль рослинних клітин
також містить Са2+-транспортери, що отрима-
ли назву CAX (cation/H+ exchangers). Перші
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кДНК CAX-транспортерів було клоновано із
рослин арабідопсису. Функцію CAX як
Са2+/H+-обмінників продемонстровано за
допомогою комплементації мутантів дріж-
джів кДНК цих транспортерів [64]. Два
гени, що їх уперше знайдено в арабідопсисі,
дістали назви — CAX1 та CAX2 [64]. Було
показано активацію CAX1 на дію холодово-
го стресу. CAX1 бере участь у регуляції екс-
пресії генів, що відповідають за холодостій-
кість рослин [1]. 

CAX1 та CAX2 є Са2+-транспортерами,
однак згодом було встановлено, що деякі
інші представники родини CAX можуть
транспортувати не тільки іони Са2+, але й
іони інших металів. Потенційними субстра-
тами для різних представників CAX-транспор-
терів є іони кадмію, марганцю, ртуті, цинку,
нікелю і навіть срібла [1, 64–66] (рис. 1, А; 3).

Окрім CAX-траспортерів, транспорту-
вання металів через тонопласт вакуоль
можуть забезпечувати транспортери родини
NRAMP (Natural resistance-associated mac-
rophage proteins). Цю родину транспортерів
металів добре охарактеризовано для клітин
ссавців. Здебільшого NRAMP-транспортери
відповідають за транспорт бівалентних іонів

[67, 68]. Гени NRAMP-транспортерів іденти-
фіковано для великої кількості видів рослин
[68–71]. Дослідження функцій AtNRAMP3
з арабідопису показали, що він локалізова-
ний у вакуолярній мембрані й відповідає за
експорт іонів заліза із вакуоль. Мутантні
лінії арабідопсису з порушеною функцією
AtNRAMP3 виявляють стійкість до впливу
кадмію і збільшують накопичення марган-
цю та цинку в умовах дефіциту заліза [72,
73]. Підсилення експресії AtNRAMP3 при-
зводить до пригнічення накопичення мар-
ганцю [72, 73]. Транспортери родини CAX та
NRAMP можуть набути широкого застосу-
вання у технологіях фіторемедіації та біо-
фортифікації (рис. 3).  

Попередні дослідження транспорту мета-
лів у клітинах рослин виявили транспортну
активність для іонів металів у вакуолярній
мембрані [74]. Було ідентифіковано протон-
но-магнієвий обмінник родини AtMHX та
вакуолярний імпортер іонів цинку ZAT1
(Zinc transporter of Arabiidopsis thaliana)
родини CDF (Cation diffusion facilitator) [75,
76]. В останні роки знайдено декілька вакуо-
лярних імпортерів важких металів родини
МТР (metal tolerance protein) та HMA3

Рис. 3. Використання транспортних протеїнів рослинних вакуоль у біотехнології рослин:
А — варіанти фіторемедіації ґрунтів за допомогою генетично модифікованих рослин, що експре-

сують/оверекспресують гени родин CAX, NRAMP, МТР, VIT. Рослини із розгалуженою кореневою систе-
мою трансформують одним чи декількома із вищезазначених генів. Трансформовані рослини здатні
транспортувати важкі метали (Cd2+, Mn2+, Zn2+). Стебло та листя накопичують у своїх тканинах ці важкі
метали. Стебло та листя рослин може бути зібрано для подальшої утилізації. 

Б — варіанти біофортифікації рослин за допомогою транспортних протеїнів тонопласта. Цінні харчо-
ві культури рослин можуть бути трансформовані генами ТРК, CAX, ZAT під контролем специфічного для
фруктів промотору. Транспортні протеїни ТРК, CAX, ZAT сприятимуть накопиченню цінних мінераль-
них елементів (K+, Ca2+, Zn2+) у вакуолях фруктів та поліпшенню харчової цінності рослин 

А Б

Видалення
з ґрунту
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(Heavy metal ATPase 3) [77, 78]. Функціо -
нування транспортеру MTP1 забезпечує,
зокрема, виживання рослин в умовах
забруднення ґрунтів цинком [77]. Нещо -
давно було показано, що AtHMA3 з арабі-
допсису є P-типом АТФази і сприяє фун-
кціонуванню вакуолярного імпортера
кадмію, цинку, кобальту та свинцю [78].
Існує припущення, що експорт цинку,
інших металів та мінералів із ПВ забезпечу-
ється роботою HMA-помп та NRAMP-транс-
портерів [79]. Більш того, транспорт іонів
металів у ПВ відбувається за рахунок фун-
кціонування  MTP-імпортерів та VIT-транс-
портерів (vacuole iron uptake transporter)
[79]. Було також встановлено, що і мембра-
на глобоїду ПВ, і тонопласт ЛВ містять
транспортер металу NRAMP4 (рис. 1, А; 2; 3)
[52, 80]. 

Тільки один із представників транспор-
терів міді родини COPT (copper transport
protein) — COPT5 виявлено в тонопласті
вакуоль [81, 82]. Мутанти арабідопсису із
втраченою функцією COPT5 накопичують
більше міді в коренях. Спостерігається
також менший вміст міді у стеблі. Вміст міді
у вакуолях, виділених із клітин мутантних
рослин, був значно вищий. Ці результати
свідчать на користь того, що COPT5 є екс-
портером міді з вакуоль [81]. 

Системи транспорту цукрів. Вакуолярна
мембрана бере участь у транспорті різнома-
нітних типів цукрів. Молекули сахарози
транспортуються у вакуолі й накопичують-
ся у великих кількостях у клітинах цукро-
вого буряка за допомогою механізму протон-
ного антипорту [1]. Дифузія сахарози
у вакуолі спостерігається також для клітин
тканин ячменю, томатів та цукрової трости-
ни [1]. У багатьох рослин сахароза вакуоляр-
ного соку дуже швидко перетворюється на
фруктани чи інші складні полімери, що
надалі залишаються у цьому клітинному
резервуарі [1]. У такому разі енергія, що
потрібна для транспорту та накопичення
карбогідратів, надходить завдяки розщеп-
ленню хімічного зв’язку між глюкозою та
фруктозою [1]. Завдяки інтенсивним дослід-
женням протеома й транскриптома, регуля-
ції та транспорту вакуоль було ідентифіко-
вано 4 різних транспортери глюкози, що
забезпечують імпорт глюкози у вакуоль [15,
16, 83]. На сьогодні ідентифіковано лише
один експортер сахарози, тому вивчення
вакуолярного транспорту цукрів є важли-
вим і перспективним напрямом досліджень
[1, 15, 16, 83]. Дослідження транспорту саха -
крози через мембрану вакуолі дали змогу

виявити декілька типів транспортних про-
теїнів, що беруть участь у цьому процесі.
Було показано, що протонно-сахарозний
симпортер AtSUC4 відповідає за експорт
сахарози із вакуоль (рис. 1, В) [84, 85].
Зворотний рух молекул сахарози із вакуоль
до цитоплазми забезпечується транспортни-
ми системами протонного антипорту, зокре-
ма TMT1 і TMT2 [84, 85]. Серед усіх членів
родини SUC/SUT (Sucrose carriers/transpor-
ters) і ТMT (tonoplast monosaccharide trans-
porter) тільки AtSUC4 та TMT1/2 мають
вакуолярну локалізацію [84, 85]. Більш
того, дослідження протеома вакуолярних
мембран ячменю вказують на те, що гомолог
AtSUC4 з ячменю — HvSUT2 також має
вакуо лярну локалізацію [86, 87]. При -
пускають, що експорт молекул глюкози та
інших моносахаридів із вакуолі в цитоплаз-
му забезпечується протонними симпортера-
ми родини VGT (Vacuolar glucose transpor-
ter) [88, 89]. На сьогодні відомо тільки два
представники цієї родини — VGT1 та VGT2,
однак функціональні характеристики цих
транспортерів ще невідомі (рис. 1, В). 

Транспорт органічних сполук та метабо-
літів за допомогою ABC-транспортерів.
Дослідження фізіології транспорту рослин-
них вакуоль уможливили ідентифікацію
групи транспортних протеїнів суперродини
ABC-транспортерів, що забезпечують транс-
порт органічних сполук і метаболітів.
Транспорт сполук через систему вакуоляр-
них ABC-транспортерів потребує енергії гід-
ролізу MgAТФ [90]. Загалом ABC-транспор-
тери вакуоль забезпечують транспорт
кон’югатів із глутатіоном та метаболітів [3]. 

Такі енергозалежні «насоси» можуть
«закачувати» у вакуолі сполуки різноманіт-
ної природи. Вони відповідають за транс-
порт цукрів, пептидів, деяких неорганічних
іонів, важких металів [3]. ABC-транспорт
допомагає рослинам накопичувати у вакуо-
лях токсичні сполуки, зокрема феноли та
алкалоїди, які мають репелентні властивос-
ті й використовуються рослиною як «біоло-
гічна зброя» у боротьбі з атаками комах та
мікроорганізмів. Окрім того багато токсичних
сполук ксенобіотичної природи (пестициди та
інші) можуть бути модифіковані й ути -
лізовані рослиною у центральних ЛВ [1–3].
Нещодавно було продемонстровано, що
ABC-транспортери родини MATE (Multidrug
and toxic compound extrusion) відповідають
за вакуолярний експорт антоціанів та ніко-
тину. MATE-транспортер — TT12 є флавоноїд -
протонним антипортером і виявляє ак -
тивність у клітинах оболонки насіння
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арабідопсису [91]. Цікавим фактом є те, що
геном арабідопсису містить 56 генів, які
кодують MATE-транспортери, а геном люди-
ни — тільки два гени [88]. Одне з перших
спостережень того, що вакуолярний транс-
порт флавоноїдів та антоціанів забезпечується
роботою ABC-транспортерів, було стосовно
жита (Secale cereale) та рослин арабідопсису
[92, 93]. Зокрема, встановлено, що AtMRP2/
AtABCC2 діє як транспортер кон’югатів
глюкоронату [93]. Було з’ясовано також, що
транспорт глікозильованих антоціанів
у вакуолі забезпечується роботою ABC-
транспортера MRP-типу (Multidrug resistan-
ce protein) у рослинах кукурудзи [94]. Гліко -
зи лювання ксенобіотичних сполук чи
ство рення кон’югатів із глутатіоном є одним
із механізмів детоксифікації клітини.
Видалення і транспорт у вакуолі глутатіоно-
вих кон’югатів відбувається виключно за
рахунок гідролізу АТФ. Було виявлено
декілька генів, що кодують протеїни транс-
порту глутатіонових кон’югатів у рослин.
Усі ці транспортні протеїни належать до
ABC-родини і мають відповідні гомологи
в клітинах ссавців та дріжджів [95, 96].
Цікавим фактом є те, що, на відміну від клі-
тин ссавців чи грибів, де глутатіонові кон’ю -
га ти транспортуються до плазматичної мем-
брани та екскретуються у міжклітинний
простір, клітини рослин транспортують
кон’югати цього типу у вакуолі [1]. Багато
продуктів деградації метаболізму клітин
можуть також продукувати високореактив-
ні типи вільних радикалів. Існування таких
радикалів у метаболічно-активній частині
клітини — цитозолі — є вкрай небезпечним.
Тому утилізація таких продуктів розпаду та
деградації у вакуоль за допомогою MRP-
транспортерів є дуже важливою. Детоксифі -
кація деяких сполук ABC-транспортерами
у рослин було показано для транспортерів
MRP-типу [90]. Відомо, що сполуки важких
металів можуть бути детоксифіковані за
допомогою фітохелатинів і утилізовані
у вакуолях. Нещодавно виявлено два нових
представники MRP-транспортерів, що забез-
печують транспорт фітохелатинових ком-
плексів, зокрема із миш’яком до вакуоль
[96]. ABC-транспортери також відіграють
важливу роль у функціонуванні ПВ. Зокре -
ма, для рослин кукурудзи та сорго було
показано, що накопичення фітату у глобої-
дах ПВ відбувається завдяки АВС-транспор-
терам MRP-типу (рис. 2) [97]. Нещодавно
з’ясовано, що накопичення фітату в насінні
арабідопсису відбувається за допомогою спе-
ціалізованого АВС-транспортеру AtABCC5

(рис. 2) [98]. АВС-транспортери також забез-
печують транспорт вітамінів групи В9
у вакуолі клітин рослин. Відомі два АВС-
транспортери з арабідопсису — AtABCC1,
що транспортує фолати, та AtABCC4, який
транспортує антифолати до вакуоль (рис. 1,
В) [99, 100]. АВС-транспортери мають вели-
кий потенціал для використання у техноло-
гіях вакуолярної утилізації токсичних 
органічних сполук. Більш того, АВС-транс-
портери є головними транспортними протеї-
нами вакуоль, що відповідають за транспорт
великих органічних сполук. Така власти-
вість цих транспортних протеїнів умож-
ливлює використання їх у накопиченні та
зберіганні у вакуолях різноманітних
ксено біо тиків (рис 1, В). 

Транспорт води за допомогою аквапори-
нів. Центральна вакуоль рослинної клітини
може займати до 90% її об’єму, тому вакуо-
лі рослин мають велике значення для збері-
гання води і відіграють одну із ключових
ролей у водному гомеостазі клітин.
Дослідження транспортування води через
вакуолярну мембрану показали, що такий
тип транспорту забезпечується функціону-
ванням спеціалізованих транспортних про-
теїнів-аквапоринів. Багато різних типів
аквапоринів було описано для рослинних
вакуоль [101]. Аквапорини родини ТІР
вивчено краще за інші. Відомо, що вакуолі
рослин мають три головних типи ТІР-аква-
поринів — альфа-, дельта- та гамма-ТІР.
Більшість ТІР-аквапоринів має чітку вакуо-
лярну спеціалізацію [102, 103]. Альфа- та
дельта-ТІР локалізовані в тонопласті ПВ
[102–104]. Іноді з ПВ виділяють ще один
тип, де тонопласт має виключно дельта-ТІР
[105]. Гамма-ТІР присутній у тонопласті
ЛВ, що мають кисле значення рН, та у мем-
бранах глобоїду ПВ [102–106]. Окрім вище-
зазначеного гамма-ТІР-аквапорину тоно -
пласт багатьох літичних вакуоль містить
c-TIP-аквапорин [107]. � Альфа-ТІР із ПВ
відповідає за дегідратацію цих вакуоль [1].
Цікавим фактом є те, що, на відміну від
гамма-ТІР-аквапорину, фосфорилювання
альфа-ТІР-аквапорину значно збільшує його
пропускну здатність (рис. 1, 2) [1]. Підви -
щен ня експресії ключових генів ТІР-аквапо-
ринів може сприяти поліпшенню водного
балансу клітин. А різна вакуолярна спеціа-
лізація ТІР-аквапоринів робить їх перспек-
тивними об’єктами для застосування у спе-
ціалізованому транспорті корисних сполук
у різні типи вакуоль. 

Перспективи застосування мембранних
транспортних систем рослинних вакуоль
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у біотехнології рослин. Вивчення фізіології
і транспорту рослинних вакуоль має велике
значення для розвитку біотехнології.
Вакуоля має унікальні властивості — вели-
кий розмір, обмежену метаболічну актив-
ність, що робить цю клітинну органелу
резервуаром, придатним для зберігання та
накопичення комерційно важливих сполук.
Окрім того, існування різних типів вакуоль
у рослині уможливлює керування та спря-
мовування процесу накопичення певних
сполук у різних органах рослини.
Наприклад, коли потрібно поліпшити хар-
чові характеристики насіння, то слід інду-
кувати  механізми і системи транспорту ПВ.
З другого боку, існування незалежного від
апарату Гольджі механізму везикулярного
транспорту для ПВ робить ці органели пер-
спективним  «біореактором» для зберігання
корисних сполук без додаткових модифіка-
цій, зокрема глікозилювання. Вакуолі рос-
лин мають великий потенціал у біофортифі-
кації харчових продуктів. Так, збільшення
накопичення у вакуолях важливих мікро-
елементів, зокрема Fe2+ чи Zn2+, значно по -
кра щить якість харчування людини (рис. 3).
Слід також наголосити, що вакуолі рослин
мають великі перспективи для фіторемедіа-
ції. Рослини здатні накопичувати та зберіга-
ти токсичні сполуки із навколишнього сере-
довища у вакуолях. Вагоме значення
рослинні вакуолі можуть мати у створенні
безпечних для людського організму продук-
тів харчування. Зокрема, вибіркове накопи-

чення токсичних чи небажаних сполук
в окремих органах рослин, що не вживають-
ся у їжу (рис. 3). Дослідження останніх
років показують, що модифікація чи зміна
транспорту через мембрану вакуоль може
збільшувати соле- та посухостійкість рослин.
Було встановлено, що підсилення експресії
вакуолярної пірофосфатази чи Na+/H+-анти-
портерів сприяє зростанню толе рант ності
рослин до засолення та посухи [53, 108]. Для
поліпшення фіторемедіації та біофортифіка-
ції продуктів харчування було модифікова-
но роботу декількох транспортних протеїнів
мембрани вакуолі (рис. 3) [109, 110]. Нако -
пи чення антоціанів та флавоноїдів у вакуо-
лях є перспективним напрямом поліпшення
харчових продуктів, оскільки ці сполуки
мають антиоксидантні властивості і є важ-
ливими для здоров’я людини. На жаль, на
сьогодні механізм транспорту флавоноїдів
та антоціанів у вакуолі залишається невідо-
мим. Слід також зазначити, що біосинтез
і накопичення важливих вторинних метабо-
літів у вакуолях є вкрай складним зав -
данням і потребує розуміння механізмів
не тільки вакуолярного транспорту, але
й метаболічних шляхів цих сполук. 

Таким чином, вивчення механізмів
вакуолярного транспорту, відкриття нових
типів транспортних протеїнів має велике
наукове та практичне значення. Багато
транспортних протеїнів тонопласта вакуолі
ще очікують на своє відкриття. 
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ВАКУОЛЕЙ И ИХ ПОТЕНЦИАЛЬНОЕ
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В БИОТЕХНОЛОГИИ
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В обзоре анализируется роль растительных
вакуолей в жизнедеятельности растений,
в частности в поддержании клеточного тургор-
ного давления, хранении минералов и пита-
тельных веществ. Описаны главные механиз-
мы транспорта через вакуолярную мембрану
вакуоли. Приведены основные типы транспор-
та питательных веществ, тяжелых металлов,
витаминов и органических соединений через
тонопласт растительных вакуолей. Рас -
смотрены главные системы мембранного
транспорта растительных вакуолей, их физио-
логические функции и даны характеристики
наиболее известных транспортных протеинов
вакуолей.   

Обсуждаются значение и роль транспорта
различных химических соединений в вакуоли
для жизнедеятельности растения. Описаны
главные типы растительных вакуолей и их
роль в функционировании клетки. Рассмат -
ривается состояние современных исследова-
ний мембранного транспорта растительных
вакуолей. Приведены примеры использования
принципов и механизмов вакуолярного транс-
порта в различных областях биотехнологии
растений. Очерчены перспективы новых
направлений и подходов в развитии биотехно-
логии растений с применением разных типов
вакуолей и систем мембранного вакуолярного
транспорта.

Ключевые слова: вакуоль, тонопласт, мемб -
ран ный транспорт, каналы, транспортеры,
биотехнология.

THE TONOPLAST TRANSPORT SYSTEMS
OF PLANT VACUOLES AND THEIR

POTENTIAL APPLICATION
IN BIOTECHNOLOGY 

S. V. Isayenkov
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and Genomics of National Academy 

of Sciences of Ukraine, 
Kyiv 
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The pivotal role of plant vacuoles in plant
survival was discussed in the review.
Particularly, the providing of cellular turgor,
accumulation of inorganic osmolytes and nutri-
ents are the primary tasks of these cellular orga-
nelles. The main mechanisms of tonoplast trans-
port systems were described. The known
transport pathways of minerals, heavy metals,
vitamins and other organic compounds were
classified and outlined. The main systems of
membrane vacuolar transport were reviewed.
The outline of the physiological functions and
features of vacuolar membrane transport prote-
ins were performed.      

The physiological role of transport of mine-
rals, nutrients and other compounds into vacuo-
les were discussed. This article reviews the main
types of plant vacuoles and their functional role
in plant cell. Current state and progress in
vacuolar transport research was outlined. The
examples of application for principles and me -
chanisms of vacuolar membrane transport in
plant biotechnology were given. The perspectives
and approaches in plant and food biotechnology
concerning transport and physiology of vacuoles
are discussed. 

Key words: vacuole, tonoplast, membrane trans-
port, channels, transporters, biotechnology. 
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Донедавна дані літератури щодо біотех-
нологічного потенціалу бактерій роду Nocаr dia
були нечисленними, хоча перші повідомлен-
ня про можливість їх практичного застосу-
вання датуються 50-ми роками ХХ ст. Так,
у 1956 р. Webley зі співавт. описав штами
Nocardia opaca T 16 і Nocardia sp. P 2, здатні
деградувати вуглеводневі сполуки С10–С16
[1]. У 60–70-х рр. ХХ ст. встановлено здатність
представників роду Nocardia до де струкції
циклоалканів та вуглеводнів складної будови
[2–5], біотрансформації етил бензену в 1-
фенілетанол та ацетофенон [6], а також
з’явилися перші повідомлення про синтезо-
вані нокардіями антибіотики [7].

Біохімічні властивості представників
цього роду було узагальнено у 80-х рр. мину-

лого століття в монографії [8]. При цьому
нокардії розглядали в основному як збудни-
ків захворювань у людей, тварин та рослин,
а також як шкідників, здатних до біоруйну-
вання підземних комунікацій [9]. На сьогод-
ні рід Nocardia налічує 91 вид і є типовим
родом родини Nocardiaceae, до якої належать
також роди Gordonia, Millisia і Skermania.
Історію роду Nocardia докладно описано
в роботі Yassin зі співавт. [10].

В останнє десятиліття з’явилась інфор-
мація стосовно синтезу представниками
роду Nocardia антибіотиків, поверхнево-
активних речовин (ПАР), про їхню здатність
до деградації недоступних для більшості
мікроорганізмів забрудників довкілля, зок-
рема таких, як поліциклічні ароматичні

УДК 759.873.088.5:661.185

БАКТЕРІЇ РОДУ БАКТЕРІЇ РОДУ NOCNOCААRDIARDIA
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Наведено дані літератури та результати проведених авторами експериментів, що стосуються
біотехнологічного потенціалу бактерій роду Nocаrdia. Розглянуто використання цих мікро орга ніз -
мів як деструкторів аліфатичних (октан, пентадеканол, ейкозан, октакозан, гексатриаконтан,
пристан), ароматичних (фенол, октилбензен, фенатрен, антрацен), нітроароматичних (4-нітро -
фенол), гетероциклічних (піридин, α-піколін) вуглеводнів. Показано перспективи засто су вання
нокардій у процесах біотрансформації речовин (утворення даїдзену, ібупрофену, нікотинової
кислоти) та синтезу деяких використовуваних на практиці метаболітів, зокрема антимікробних
і цитотоксичних речовин (аяміцин, трансвалецин А, нокатіоцин, бразилібактин А, нокарацини та
ін.), а також речовин з поверхнево-активними й емульгувальними властивостями.

Підсумовано експериментальні результати щодо оптимізації умов культивування ізольованого із
забрудненого нафтою ґрунту штаму нафтоокиснювальних бактерій Nocardia vaccinii K-8 та
інтенсифікації синтезу поверхнево-активних речовин на гліцеролі — побічному продукті
виробництва біодизеля. Встановлено здатність штаму К-8 асимілювати деякі ароматичні сполуки
(фенол, бензол, толуол, нафталін, гексахлорбензол, сульфанілова та N-фенілантранілова кислоти,
0,3–0,5%). Показано, що через 30 діб максимальний ступінь деструкції (94–98%) нафти (2,6 г/л)
у воді спостерігався за оброблення суспензією клітин N. vaccinii K-8 (9,8·107 КУО/мл), тимчасом як
для очищення забрудненого нафтою ґрунту (20 г/кг) ефективнішим виявився препарат поверхнево-
активних речовин (100–300 мл/кг) у вигляді постферментаційної культуральної рідини (деструкція
74–83% нафти). Встановлено, що поверхнево-активним речовинам (0,085–0,85 мг/мл) та іншим
позаклітинним метаболітам штаму К-8 притаманна антимікробна дія щодо низки фітопатогенних
бактерій родів Pseudomonas та Xanthomonas, кількість яких за присутності досліджуваних речовин
знижувалась на 80–100%. 
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вуглеводні, та можливість здійснення про-
цесів біотрансформації [11–40]. В огляді
підсумовано сучасні дані про використання
бактерій роду Nocardia та їх метаболітів
у біотехнології.

Використання представників 
роду Nocardia для деградації 

нафтових забруднень

Нафта являє собою комплекс різних вуг-
леводнів (аліфатичних, аліциклічних, аро-
матичних) та інших сполук гетероциклічної
і металоорганічної природи [5, 22]. Процеси
видобутку, транспортування, перероблення
нафти постійно супроводжуються аварійни-
ми викидами сировини у навколишнє сере-
довище. На сьогодні вона є основним забруд-
нювачем довкілля. Біоремедіація належить
до пріоритетних методів очищення довкілля
від забруднення нафтопродуктами. До
потенційних переваг штамів роду Nocardia у
деградації нафтових забруднень можна від-
нести: широкі катаболічні можливості,
високу стійкість до несприятливих чинни-
ків зовнішнього середовища та здатність
синтезувати ПАР [32, 41].

Деградація аліфатичних вуглеводнів.
Не розгалужені алкани є одним з найменш
реакційноздатних класів органічних спо-
лук. Проте, незважаючи на нерозчинність їх
у воді, гідрофобність та високу частоту
забруднення ними довкілля, вони є цілком
придатним джерелом вуглецю для низки
мікроорганізмів [42, 43]. Проблема природ-
ного забруднення нафтою також загострю-
ється у зв’язку з наявністю у її складі розга-
лужених алканів. Останні є стійкішими до
біодеградації, ніж лінійні алкани. Однією
з причин стійкості може бути ускладнене
споживання цих сполук у зв’язку з тим, що
через розгалуженість вуглецевого ланцюга
їм складно потрапити до клітини. Іншою
при чиною є те, що ці сполуки погано під -
даю ться b-окисненню [12, 30].

Досліджено здатність мікроорганізмів,
ізольованих із забрудненого внаслідок ава-
рійного розливу нафти піщаного узбережжя
Середземного моря, до деструкції вуглевод-
нів нафти [32]. У складі мікробного угрупо-
вання ідентифіковано п’ять видів, з яких
один — представник роду Nocardia, два —
Rhodo coccus і ще два — Gordonia. Вста нов ле -
но, що штам Nocardia sp. SoB асимілював
дизельне паливо, лінійні алкани (С12–С16),
н-октан, октан, пентадеканол, проте не аро-
матичні сполуки, що можна пояснити від-
сутністю необхідних ензиматичних систем.

Ступінь деструкції ейкозану (С20), октакоза-
ну (С28) та гексатриаконтану (С36), початкова
концентрація яких становила 1 г/л, досяга-
ла 95–98% на 28-му добу за умов культиву-
вання в рідкому живильному середовищі
[32]. У подальших дослідженнях встановле-
но, що біодеградація вуглеводнів штамом
SoB у ґрунті залежала від його фізико-хіміч-
них властивостей, а максимальний ступінь
деструкції становив 75% на 28-му добу [14].

В інших дослідженнях виявлено високу
здатність Nocardia cyriacigeorgica SBUG
1472, виділеного із забруднених нафтою
зразків піску пустелі в Саудівській Аравії,
до деградації широкого спектра вуглеводнів:
н-алканів з довжиною ланцюга С6–С16, роз-
галужених алканів, зокрема пристану, а також
ароматичних сполук [30]. Було встановлено
залежність ефективності споживання н-
алканів від довжини вуглеводневого ланцюга.
Так, на С12–С16-сполуках ріст спостерігався
вже з першої доби культивування, тимчасом
як для коротших гомологів (С6–С12) — з тре-
тьої. Для визначення можливого шляху спо-
живання алканів у безклітинних екстрак-
тах, одержаних з клітин, вирощених на
тетрадекані, аналізували проміжні продук-
ти метаболізму. Наявність тетрадеканолу,
тетрадеканової, додеканової і деканової кис-
лот свідчить про функціонування в N. cyria-
cigeorgica SBUG 1472 монотермінального
шляху окиснення вуглеводнів [30]. 

Під час дослідження росту штаму SBUG
1472 на пристані (0,01%, об’ємна частка)
було встановлено, що ступінь споживання
становив 90% за 8 год, а за концентрації
при стану 0,5% — понад 84% за 3 тижні.
Результати свідчать про можливість вико-
ристання цього штаму в процесах очищення
довкілля від широкого спектра вуглеводнів,
у тому числі й з розгалуженими ланцюга-
ми [30].

У складі мікробних угруповань, ізольо-
ваних із забрудненого пристаном та нафтою
ґрунту, ідентифіковано штами Nocardia
coralline та Nocardia paraffinea, яким були
притаманні такі властивості, як стійкість до
арсену (III, V) і кадмію (за концентрації клі-
тин не менше 4·105 КУО/г) та здатність до
утилізації широкого спектра аліфатичних
і ароматичних вуглеводнів. Варто зазначи-
ти, що в деяких випадках за низьких кон-
центрацій металів спостерігали стимуляцію
деструкції вуглеводнів [11].

Деградація ароматичних вуглеводнів.
До складу нафти входять ароматичні сполу-
ки, наприклад бензен, а також поліциклічні
ароматичні вуглеводні (ПАР), які є най-
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більш екологічно небезпечними і надзвичай-
но стійкими до біодеструкції. Відомо, що
представникам родини Nocardiaceae прита-
манна здатність до деструкції ароматичних
вуглеводнів [12, 18, 30, 35, 40]. Актуальним
на сьогодні залишається вивчення особли-
востей метаболізму ароматичних субстратів
у клітинах деструкторів, що дасть змогу
регулювати метаболічні процеси та інтенси-
фікувати біоремедіацію [44].

Встановлено шляхи метаболізму октил-
бензену (2-фенілоктану) в N. cyriacigeorgica
SBUG 1472 за умов культивування штаму
в рідкому живильному середовищі з 0,25 мл/л
ароматичного субстрату [30]. Пере творення
октилбензену розпочиналося з окиснення
бічного ланцюга, при цьому як проміжний
продукт було ідентифіковано 5-фенілгекса-
нову кислоту, яка далі внаслідок b-окиснен-
ня перетворювалася на 3-фенілбутират. 

У роботі [40] описано термофільний
штам (оптимальна для росту температура
50 °С), здатний рости на поліциклічних аро-
матичних вуглеводнях, ідентифікований як
Nocardia TSH1. Термофільні штами-дес-
труктори ароматичних ксенобіотиків є пер-
спективними для очищення води та ґрунту
в регіонах зі спекотним кліматом. У ході
досліджень було встановлено здатність
штаму TSH1 розкладати фенатрен і антра-
цен (0,5 г/л) на 90 та 25% відповідно за умов
культивування в рідкому живильному сере-
довищі упродовж семи діб. Різний ступінь
деструкції цих ароматичних сполук поясню-
ється відмінністю в їхній хімічній будові та
різною розчинністю у воді. 

Лінійні алкілбензени (ЛАБ) з ароматич-
ною структурою є також небезпечними
забруднювачами довкілля. Було селекціоно-
вано штам Nocardia amarae MB-11, здатний
використовувати ці сполуки як ростові суб-
страти [12]. Ступінь деградації ЛАБ з дов -
жи ною ланцюга С11–С14 та С10–С13 становив
70% на 96-ту год та 57% на 144-ту год куль-
тивування штаму MB-11 відповідно [12].

У роботі [35] досліджено очищення
фенолвмісних стічних вод у тарілчастому
біореакторі іммобілізованими на скляних
часточках клітинами Nocardia hydrocarbo-
noxydans NCIM 2386. Слід зазначити, що
іммобілізовані клітини виявили стійкість до
вищих концентрацій фенолу (100 мг/л)
порівняно із суспензійною культурою, для
якої така концентрація була токсичною.
Зниження кількості фенолу в стічних водах
у результаті його асиміляції іммобілізовани-
ми клітинами штаму NCIM 2386 показано
на рис. 1 [35].

У забруднених екосистемах часто наявні
нітроароматичні сполуки — органічні речо-
вини, що містять щонайменше одну нітро -
групу, приєднану до ароматичного кільця
(нітробензен, 3-нітронафтален, 3-нітробіфе-
ніл, а також різноманітні нітрополіарома-
тичні вуглеводні). На сьогодні відомо, що
в клітинах мікроорганізмів-деструкторів на
першому етапі катаболізму нітроароматич-
них сполук відбувається відновлення ніт-
рогрупи, після чого вони перетворюються на
відповідні феноли, хінони або катехоли,
з яких у подальшому утворюються інтерме-
діати циклу трикарбонових кислот (ЦТК) [44].

Встановлено, що штам Nocardia sp. TW2
здатен рости на 4-нітрофенолі та здійснюва-
ти його перетворення за двома шляхами:
1,2,4-тригідроксибензоловим або гідрохіно-
новим [18]. 

У результаті функціонування першого
шляху 4-нітрофенол окиснюється через 4-
нітрокатехол до 1,2,4-тригідроксибензолу.
Про функціонування у клітинах другого
шляху свідчить пряме окиснення 4-нітрофе-
нолу за участю монооксигеназ до бензохіно-
ну, який згодом відновлюється до гідрохіно-
ну. Далі, незалежно від шляху катаболізму
4-нітрофенолу, відбувається розрив арома-
тичного кільця, після чого як 1,2,4-тригід-
роксибензол, так і гідрохінон перетворю-
ються на малілацетат, який відновлюється
до β-кетоадипіну — попередника інтермедіа-
тів ЦТК.

Деградація гетероциклічних сполук.
Поряд з аліфатичними й ароматичними вуг-
леводнями небезпеку для довкілля станов-
лять також гетероциклічні сполуки, зокрема
піридин та його похідні. Ці сполуки є стій-
кими до біодеструкції та добре розчинними
у воді, тому часто ідентифікуються в забруд-

Рис. 1. Біодеградація фенолу 
іммобілізованими клітинами 

N. hydrocarbonoxydans NCIM 2386 [35]
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нених екосистемах, особливо у ґрунтових
водах [45, 46].

У роботі [31] показано здатність штаму
Nocardia sp. до росту на середовищі з піри-
дином та α-піколіном (0,05–0,2 мг/л).
Тривалість подвоєння біомаси Nocardia sp.
за умов культивування на піридині й α-піко-
ліні становила 8,25–16,9 та 6,9–9,05 діб від-
повідно. У процесі біодеградації піридину
азот, що міститься у гетероциклі, перетво-
рюється на аміак. За збільшенням концен-
трації амонійного азоту оцінювали ефектив-
ність споживання піридину. Згідно з
тео ретичними розрахунками було встанов-
лено, що за умови 98%-ї деструкції піриди-
ну (200 мг/л) має утворитися 35,08 мг/л
амонійного азоту. Проте експериментально
показано, що за умов росту Nocardia sp. на
піридині утворювалося 22 мг/л аміаку, що
свідчить про деструкцію 61,5% субстрату.

Узагальнену інформацію стосовно біо-
деструктивного потенціалу деяких пред-
ставників роду Nocardia наведено в табл. 1. 

Біосинтез використовуваних 
на практиці метаболітів

У сучасній літературі бактерії роду
Nocardia розглядають як продуценти ПАР
[47], речовин з антимікробною активністю
та здатністю до пригнічення розвитку клі-
тин злоякісних пухлин [15–17, 19–21,
22–24, 26–29, 33, 36, 37, 39]. Окрім того,
клітини нокардій, а також їхні ензиматичні
системи можуть бути використані для 

проведення реакцій біотрансформації [13,
25, 34, 38]. 

Використання представників роду No car -
dia у процесах біотрансформації. У роботі
[13] показано можливість застосування
цитохрому P 154, виділеного з Nocardia far-
cinica IFM10152, для здійснення трансфор-
мації ізофлавоноїду формонетину (100 мкМ)
у частіше застосовувані продукти — даїдзен
(естрогенподібна сполука з протипухлин-
ною активністю) та 3¢,4¢,7-тригідроксіізо -
флавон (антиоксидант) (рис. 2). Встановлено,
що ефективність перетворення формонетину
на даїдзен та 3¢,4¢,7-тригідроксіізофлавон
становить 2,09% та 3,62% відповідно. 

Уперше показано, що клітини Nocardia
corallina B-276 можуть бути використані
у процесі дерацемізації ібупрофену [25].
Клітини штаму B-276 у фосфатному буфері
(0,1 М, рН 7,0) ефективно гідролізували ібу -
профену нітрил до ібупрофену аміду, який далі
перетворювався на ібупрофен з ефективністю
99%. У роботі [38] описано ензим цис-епокси-
сукцинатгідролазу (КФ 3.3.2.3) бактерій
Nocardia tartaricans, що бере участь у транс-
формації цис-епоксисукцинату в L(+)-тарта-
рову кислоту. Nocardia globerula NHB-2 роз-
глядають як продуцент нікотинової кислоти,
яка утворюється з 3-ціанопіридину за участю
високоактивної нітрилази (ензим нітриламі-
ногідролаза, КФ 3.5.5.1, 6,67 од/мг АСБ,
18,7 од/мл). Пока за но, що з додаванням до -
слі джуваного ензиму (10 од/мл) відбувалася
повна трансформація 300 мМ 3-ціанопіриди-
ну в нікотинову кислоту упродовж 1 год [34].

Таблиця 1. Деградація ксенобіотиків вуглеводневої природи мікроорганізмами роду Nocardia

Штам Сполука, що піддається
деградації

Початкова
концентра -

ція, г/л

Спосіб
культивування

Трива -
лість, год

Ефектив -
ність, %

Літера -
тура

Nocardia TSH1 Фенатрен 
Антрацен

0,5
0,5

У колбах на
качалці

168
168

90
25 [40]

Nocardia sp.
Піридин 
a-Піколін

0,1
0,1

У колбах на
качалці

168
168

61,5
53 [31]

Nocardia sp. SoB
Ейкозан (С20)

Октакозан (С28)
Гексатриаконтан (С36)

1
1
1 

У пробірках з
рідким

середовищем

672
672
672

98,9
99,0
95,2

[32]

N. cyriacigeorgica
SBUG 1472 Пристан 0,1

5
У колбах на

качалці
8

504
90
84 [30]

N. amarae MB-11 Лінійні алкілбензени
С11–С14 С10–С13

10
10

У колбах на
качалці

96
144

70
57 [12]

N. hydrocarbonoxy-
dans NCIM 2386 Фенол 0,1 Іммобілізовані

клітини 48 99,9 [35]

Nocardia opaca T 16 Фенілалкани 0,1 У колбах на
качалці 40 67 [1]
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Представники роду Nocardia як проду-
центи антимікробних та цитотоксичних
речовин. Однією з глобальних проблем сьо-
годення є виникнення мультирезистентних
форм патогенних мікроорганізмів, стійких
до більшості використовуваних на практиці
антибіотичних речовин. Актуальним є по -
шук сучасних ефективних антимікробних
сполук, зокрема синтезованих рідкісними
та патогенними представниками актиномі-
цетів [48]. Так, велику кількість метаболітів
з антибіотичними властивостями було вияв-
лено у представників роду Nocardia [28].

У роботі [22] описано штам Nocardia levis
MK-VL 113, що синтезував біс-(2-етилгек-
сил)-фталат та біс-(5-етилгептил)-фталат.
Цим сполукам була притаманна антимік-
робна дія щодо низки бактерій, дріжджів та
грибів, причому більшу активність виявляв
біс-(2-етилгексил)-фталат. Найчутли ві ши -
ми до дії цих метаболітів були Staphуlo -
coccus aureus, Bacillus cereus, Staphylococcus
epidermis — серед бактерій, Candida albi-
cans, Epidermophyton floccosum — серед
дріж джів та Aspergillus niger, Fusarium oxys-
porum — серед мікроміцетів. Мінімальні
інгібуючі концентрації (МІК) біс-(2-етилгек-
сил)-фталату при цьому становили 30–50,
40–50, 50–70 мкг/мл, відповідно. Хоча
є досить багато даних про біосинтез біс-(2-
етилгексил)-фталату мікроорганізмами, для
роду Nocardia здатність синтезувати цю спо-
луку було показано вперше, як і здатність
мікроорганізмів продукувати біс-(5-етил-
гептил)-фталат [22].

У роботі [15] повідомляється про синтез
штамом Nocardia sp. ALAA 2000 хризофано-
лу 8-метилового ефіру, асфоделін-4,7-біхри-
зофанолу, юстицидину Б та нової біологічно
активної сполуки аяміцину (1,1-дихлоро-4-
етил-5-(4-нітрофеніл)-гексан-2-он), особли-
вість структури якої полягає в наявності
одночасно як дихлор-, так і нітрогруп
(рис. 3). 

Було проведено масштабування процесу
культивування штаму ALAA 2000 на біотех-
нологічне обладнання. Утворення метаболі-
тів починалося на 3-тю добу культивування
і досягало максимуму на 7-му. Синте зо ва -
ному Nocardia sp. ALAA 2000 аяміцину
(0,1–0,5 мг/мл) була притаманна антимік-
робна активність щодо широкого спектра мік -
роорганізмів (Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Bacil -
lus subtilis ATCC 6051, Bacillus cereus ATCC
9634, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Micro coccus luteus ATCC 9341, Mycobac te -
rium smegmatis ATCC 607, Corynebacterium
xerosis NRRL B-1397, Rhodotorula acuta,
Pichia angusta, Candida albicans) [15].

Патогенний для людини мікроорганізм
Nocardia brasiliensis [16, 21, 36, 37] утворює
велику групу речовин з антимікробними
властивостями. Так, бразилібактин А є най-
відомішим антибіотиком, що синтезується
N. brasiliensis IFM 0995; за хімічною будовою
це — індоловий алкалоїд [37]. Вста нов ле но
антимікробну активність бразилібактину А
щодо Micrococcus luteus та Sta phylo coccus
aureus (МІК 0,73 і 4,5 мг/мл, відповідно),
потенційну цитотоксичність щодо клітин
лейкозу мишей L1210 та раку шкіри людей
KB (загибель 50% клітин за концентрації
(СД50) 0,02 і 0,04 мкг/мл), а також здатність
посилювати каспазну активність (0,3–3 мкМ)
в клітинах лінії HL60.

Описано штам N. brasiliensis IFM 0667 —
продуцент нокарацинів A, B, C та бразиліхі-
нону D [36]. Показано, що компоненти А, B
та D пригнічували розвиток грампозитив-
них бактерій, зокрема кислотостійких
Nocardia asteroides (MIК 3,13, 1,56 і 1,56
мкг/мл відповідно), Gordonia bronchialis
(MIК 0,39, 0,78 і 0,78 мкг/мл відповідно) та
Mycobacterium smegmatis (MIК 6,25, 6,25
і 12,5 мкг/мл відповідно). Нокарацинам A, B,
C була притаманна цитотоксична дія in vitro
щодо клітин промієлоцитарного лейкозу

Рис. 2. Схема трансформації формонетину
цитохромом P 154, виділеним 

з N. farcinica IFM10152 [13] Рис. 3. Кристалічна будова аяміцину [15]

3¢, 4¢, 7-тригідроксіізофлавон

CYP 154

ГідроксилюванняО-деалкілування

Формонетин Даїдзен

CYP 154
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людини HL-60 (СД50 0,91, 0,51 і 0,60 мкг/мл
відповідно), а бразиліхінону D — щодо клі-
тин лейкозу мишей L1210 (СД50 11 мкг/мл)
та раку шкіри людей (СД50 20 мкг/мл) [36].

У роботі [29] досліджено тіопептидний
антибіотик нокардитіацин, синтезований
штамом Nocardia pseudobrasiliensis IFM 0757,
що був високоефективним проти риф ампі -
цинрезистентних штамів Mycobac te rium tuber-
culosis у концентрації 0,025–1,56 мкг/мл.

Leet зі спіавт. [23] описали тіазолілпеп-
тидні антибіотики нокатіацини І–ІІІ та
дослідили їхню антимікробну активність
щодо грампозитивних бактерій in vitro та in
vivo. Нокатіацини І–ІІІ ефективно діяли на
представників родів Staphylococcus, Strep to -
coccus, Enterococcus та Moraxella, у тому
числі й на мультирезистентні патогенні штами
Staphylococcus aureus (МІК 0,003–0,007 мкг/мл),
Enterococcus faecium (0,015–0,03 мкг/мл),
Streptococcus pneumoniae (0,0005–0,002 мкг/мл).
Показано ефективність цих антибіотиків
у організмі мишей щодо Staphylococcus
aureus [24].

У роботі [16] встановлено антимікробну
активність супернатанта культуральної
рідини N. brasiliensis щодо патогенних для
риб мікроорганізмів Vibrio damsela. Мето -
дом дифузії в агар встановлено, що макси-
мальний діаметр зони затримки росту тест-
культури був 17 мм за додавання 50 мкл
супернатанту.

Досліджено антибіотик феназин, синтезо-
ваний штамом Nocardia dassonvillei BM-17,
виділеним з Північно-Льодовитого океану.
Встановлено, що цій сполуці притаманна
сильна антифунгальна активність щодо
Candida albicans (МІК 64 мкг/мл), а також
цитотоксичність щодо онкологічно транс-
формованих клітин HepG2, A549, HCT-116
та COC1 [17]. Nocardia sp., також виділені зі
зразків морської води, були здатні до синте-
зу п’яти нових ліпопептидів, названих пеп-
тидоліпінами B–F [39]. Компоненти B та Е
чинили помірну антибактеріальну дію щодо
метицилінрезистентного та метицилінчут-
ливого штамів Staphylococcus aureus.
Сильна антимікробна активність щодо мети-
цилінрезистентного стафілокока притаманна
також антибіотику наргеніцину А1, синтезо-
ваному Nocardia sp. CS682 [26, 27]. Окрім
того, цей антибіотик за присутності 1,25-
дигідроксивітаміну D3 або ретинолової кисло-
ти пригнічував проліферацію та стимулював
диференціацію клітин лейкозу HL-60 [33].

У роботі [20] описано антибіотик транс-
валенцин А, що є комплексом цинку з орга-
нічною кислотою, яка містить фенол як

замісник, та синтезується патогенним шта-
мом Nocardia transvalensis IFM 10065.
Транс валенцин А виявляв антимікробну дію
щодо грибів Trichophyton mentagrophytes
IFM 10489, Paecilomyces variotii IFM 40913
і Cryptococcus neoformans ATCC 92112 (МІК
16,0, 2,0 та 4,0 мкг/мл відповідно) і бактерій
Micrococcus luteus IFM 2066 (МІК
16,0 мкг/мл) [19].

Узагальнену інформацію щодо здатності
представників роду Nocardia синтезувати
антибіотичні речовини наведено в табл. 2.

Біосинтез ПАР

Окрім антибіотиків, представники роду
Nocardia є продуцентами ПАР, однак у літе-
ратурі дані про їх синтез обмежені. Так,
у 2000 р. з’явилося перше повідомлення про
здатність Nocardia sp. L-417 синтезувати
ПАР на гідрофобних субстратах [47]. За
хімічною природою ПАР штаму L-417 пред-
ставлені сумішшю жирних кислот, які зни-
жували поверхневий натяг води до 28 мН/м,
виявляли високу емульгувальну активність,
а значення критичної концентрації міцеле-
утворення становило 20 мг/л. Також ПАР
Nocardia sp. L-417 були стійкими в широкому
діапазоні рН (2–12) і не втрачали своїх влас-
тивостей під час кип’ятіння упродовж 3 год.

У сучасних оглядах літератури, присвя-
чених мікробним ПАР, є інформація про
здатність бактерій роду Nocardia синтезува-
ти поверхнево-активні гліколіпіди, у тому
числі трегалозоміколати [49]. При цьому
автори послуговуються інформацією кінця
80-х рр. ХХ ст., коли в літературі було опи-
сано штам Nocardia erythropolis — продуцент
трегалозоміколатів. Однак дещо пізніше
штам Nocardia erythropolis був рекласифіко-
ваний як Rhodococcus erythropolis.

Таким чином, дослідження синтезу мета-
болітів представниками роду Nocardia та
можливості їх застосування для очищення
довкілля від ксенобіотиків, а також для
створення альтернативних антимікробних
препаратів є актуальним завданням сього-
дення.

Біотехнологічний потенціал 
Nocardia vaccinii K-8

У попередніх дослідженнях із забрудне-
них нафтою зразків ґрунту нами було ізо-
льовано штам нафтоокиснювальних бакте-
рій, ідентифікований як Nocardia vaccinii
K-8, та встановлено його здатність до асимі-
ляції вуглеводневих субстратів (нафта, 
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рідкі парафіни, гексадекан), причому сту-
пінь утилізації цих гідрофобних сполук під-
вищувався за умови іммобілізації бактері-
альних клітин [50].

На першому етапі встановлено можливість
синтезу метаболітів з поверхнево-актив -
ними та емульгувальними властивостями за
умов росту N. vaccinii K-8 на гід ро фільних
(глюкоза, етанол) і гідрофобних (гексаде-
кан, рідкі парафіни) субстратах. Підібрано
оптимальні умови культивування на середо-
вищі з глюкозою та етанолом (концентрація
субстратів 1%, тривалість культивування
120–168 год, наявність у середовищі іонів
заліза та дріжджового автолізату), які дали
змогу збільшити показники синтезу ПАР
майже утричі.

Подальші дослідження були спрямовані
на пошук шляхів інтенсифікації синтезу
ПАР під час культивування N. vaccinii K-8
на гліцеролі [51, 52]. Вибір такого субстрату
зумовлений тим, що на сьогодні у світі
досить гостро постала проблема утилізації
гліцеролу — побічного продукту, утворюва-
ного у величезних кількостях під час вироб-
ництва біодизеля з рослинної і тваринної
сировини [53–55]. Найперспективнішим 

шляхом вирішення цієї проблеми вважають
використання гліцеролу як ростового суб-
страту в біотехнологічних виробництвах
практично цінних продуктів. Використання
однофакторних експериментів і математич-
них методів планування для оптимізації
складу живильного середовища (0,5 г/л
NaNO3, 0,3 г/л дріжджового екстракту і 1,5%
гліцеролу) уможливило підвищення синтезу
ПАР N. vaccinii K-8 у 4 рази [52]. За хіміч-
ним складом ПАР, синтезовані N. vaccinii
K-8 на гліцеролі, є комплексом нейтральних,
гліко- та аміноліпідів. Нейтральні ліпіди
представлені міколовими кислотами та n-
ал кановими кислотами, гліколіпіди — трега-
лозодіацелатами та трегалозоміколатами [52].

Отже, одержані нами результати є одни-
ми з перших даних, що свідчать про здат-
ність представників роду Nocardia синтезу-
вати незвичайні за хімічним складом ПАР
на гліцеролвмісному середовищі.

Виходячи з хімічної природи ПАР ми
припустили, що можна підвищити ефектив-
ність процесу їх біосинтезу внесенням
у середовище цитрату натрію — регулятора
синтезу ліпідів і С4-дикарбонових кислот —
попередників глюконеогенезу, що функціо-

Таблиця 2. Антибіотичні речовини, синтезовані деякими бактеріями роду Nocardia

Штам Біологічно активна сполука Антимікробна дія щодо Літера-
тура

Nocardia levis
MK-VL 113

Біс-(2-етилгексил)фталат,
біс-(5-етилгептил)фталат

S. aureus, B. cereus, S. epidermidis, C. albi-
cans, E. floccosum, A. niger, F. oxysporum [22]

Nocardia sp. 
ALAA 2000

Аяміцин (1,1-дихлоро-4-
етил-5-(4-нітрофеніл)-

гексан-2-он)

E. coli ATCC 10536, P. aeruginosa ATCC
10145, B. subtilis ATCC 6051,  B. cereus

ATCC 9634, S. aureus ATCC 6538,
M. luteus ATCC 9341, M. smegmatis
ATCC 607, C. xerosis NRRL B-1397,

R. acuta, P. angusta, C. albicans

[15]

Nocardia transvalensis
IFM 10065 Трансвалецин А

T. mentagrophytes IFM 10489, P. variotii
IFM 40913, C. neoformans ATCC 92112

M. luteus IFM 2066
[19, 20]

Nocardia sp. 
ATCC 202099 Нокатіоцин

представників родів Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus та Moraxella,

у тому числі й мультирезистентних
[23, 24]

Nocardia brasiliensis 
IFM 0995 Бразилібактин А M. luteus, S. aureus [37]

Nocardia brasiliensis 
IFM 0667

Нокарацин A, B
Бразиліхінон D

кислотостійких бактерій N. asteroides,
G. bronchialis, M. smegmatis [36]

Nocardia brasiliensis Не ідентифіковано патогену V. damsela [16]

Nocardia pseudobrasilien-
sis IFM 0757 Нокардитіацин (тіопептид) рифампіцинрезистентного штаму 

M. tuberculosis [29]

Nocardia sp. CS682 Наргеніцин А1 метицилінрезистентного штаму S. aureus [26, 27]

Nocardia sp. Пептидоліпін B, Е
(ліпопептид)

метицилінрезистентного та
метицилінчутливого штамів S. aureus [39]

Nocardia dassonvillei BM-17 Феназин C. albicans [17]
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нує за вирощування бактерій на невуглевод-
них субстратах. Показано, що одночасне
внесення в середовище з гліцеролом 0,2%
фумарату і 0,2% цитрату на початку стаціо-
нарної фази росту штаму К-8 супроводжува-
лося підвищенням на 40% кількості синте-
зованих ПАР порівняно з культивуванням
бактерій на середовищі без органічних кис-
лот [52].

Наступними дослідженнями встановлено
здатність N. vaccinii К-8 рости на таких аро-
матичних сполуках (0,3–0,5%), як фенол,
бензол, толуол, нафталін, гексахлорбензол,
сульфанілова та N-фенілантранілова кисло-
та. При цьому під час послідовних пересівів
N. vaccinii К-8 на цих субстратах спостеріга-
ли не лише стабільний ріст штаму К-8, а й
підвищення концентрації біомаси в серед-
ньому на 30–40% (табл. 3). У деяких випад-
ках асиміляція сполук ароматичної природи
штамом К-8 супроводжувалася синтезом
ПАР. Враховуючи стабільний ріст N. vacci-
nii К-8 на зазначених субстратах, можна
вважати досліджуваний штам ефекивним
для очищення довкілля від ксенобіотиків
ароматичної природи.

Практичне використання позаклітинних
метаболітів N. vaccinii K-8

Серед продуктів мікробного синтезу,
широко застосовуваних у різних галузях
про мисловості та в природоохоронних тех-
нологіях для очищення довкілля від ксено-
біотиків, що вкрай актуально на тлі сучасної
екологічної кризи, є мікробні ПАР, у тому
числі й синтезовані представниками роду
Nocardia [47, 49]. Однією з основних переваг
мікробних ПАР перед синтетичними анало-
гами є їхня біодеградабельність. Разом з тим
біологічна деструкція ПАР може бути суттє-
вою перешкодою для їх ефективного прак-
тичного використання. Наші експерименти
показали, що мікроорганізми різних таксо-
номічних груп (бактерії, гриби і дріжджі)
здатні асимілювати ПАР N. vaccinii K-8 як
єдине джерело вуглецю та енергії, а штам K-8
не спроможний використовувати власні
ПАР як джерело вуглецевого живлення.
Застосування як біоциду формаліну в кон-
центрації 0,5% дає змогу подовжити до
30 діб термін зберігання ПАР N. vaccinii K-8
без суттєвої втрати їх поверхнево-активних
властивостей.

Таблиця 3. Ріст Nocardia vaccinii К-8 на ароматичних сполуках

Ароматичні сполуки Концентрація, %
(об’ємна частка)

Біомаса (г/л) за умови послідовних пересівів 

1 2 3

Фенол
0,3 0,2±0,01 0,25±0,01 0,3±0,01

0,5 0,25±0,01 0,35±0,01 0,45±0,02

Бензол
0,3 0,18±0,01 0,2±0,01 0,2±0,01

0,5 0,25±0,01 0,3±0,01 0,35±0,01

Толуол
0,3 0,17±0,01 0,2±0,01 0,2±0,01

0,5 0,2±0,01 0,25±0,01 0,3±0,01

Нафталін
0,3 0,2±0,01 0,23±0,01 0,25±0,01

0,5 0,25±0,01 0,3±0,01 0,4±0,02

N-фенілантранілова
кислота

0,3 0,2±0,01 0,22±0,01 0,25±0,01

0,5 0,25±0,01 0,25±0,01 0,3±0,01

Сульфанілова
кислота

0,3 0,15±0,01 0,15±0,01 0,17±0,01

0,5 0,16±0,01 0,18±0,01 0,2±0,01

Гексахлорбензол
0,3 0,2±0,01 0,25±0,01 0,25 ±0,01

0,5 0,3±0,01 0,3±0,01 0,35±0,01

Примітка: як інокулят для послідовних пересівів використовували культуру із середини
експоненційної фази росту в кількості 10% від об’єму середовища.
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Показано можливість використання клі-
тин N. vaccinii К-8 та їх метаболітів для очи-
щення води, ґрунту і піску від нафти.
Досить високих результатів біодеградації
нафти у воді було досягнено із застосуван-
ням іммобілізованих клітин N. vaccinii К-8
на керамзиті на спеціально сконструйованій
установці (рис. 4). За продуктивності 0,68 л/год
ефективність установки за концентрації
нафти 100 мг/л становила близько 99% і
знижувалася до 90% з підвищенням кон-
центрації нафти до 250 мг/л [50]. Установка
працювала з високою продуктивністю упро-
довж 30 діб з періодичним внесенням діамо-
нійсульфату в концентрації 0,01%.

Наші подальші дослідження показали
можливість очищення забрудненої нафтою
води (2,6 г/л) за присутності клітин N. vacci-
nii K-8. Так, через 30 діб у разі використан-
ня суспензії клітин N. vaccinii K-8
(9,8·107 КУО/мл) ступінь деструкції нафти
досягав 94–98% (рис. 5). 

Використання як препаратів ПАР супер-
натанта і нативної культуральної рідини
супроводжувалося розкладанням 60–67%
нафти через 30 діб.

Інтенсифікація деструкції нафти за при-
сутності препаратів N. vaccinii K-8 пов’язана
з активацією природної нафтоокиснюваль-
ної мікрофлори ПАР. Так, контроль природ-
ної мікрофлори води, проведений упродовж
експерименту, показав збільшення загальної
кількості мікроорганізмів (навіть на поряд-
ки) в усіх зразках, оброблених препаратами
штаму К-8 (зокрема й суспензією клітин).

Встановлено, що ступінь очищення
забрудненого ґрунту (20 г/кг ґрунту) після
оброблення препаратами ПАР N. vaccinii K-8
у вигляді супернатанта і нативної культу-
ральної рідини в концентрації 100–300 мл/кг
ґрунту на 30-ту добу спостереження стано-
вив 55–85% (табл. 4).

Наступні експерименти показали, що
нативній культуральній рідині N. vaccinii
K-8 притаманні високі нафтовідмивальні
властивості. Так, за присутності препаратів
ПАР N. vaccinii K-8 (30 мл) відмивання
піску від нафти (0,1 мл нафти/1 г піску) ста-
новило 90%.

Позаклітинні метаболіти представників
роду Nocardia багато науковців розглядають
як альтернативу синтетичним антимікроб-

Рис. 4. Схема установки для очищення води 
від нафтопродуктів іммобілізованими мікроорганізмами:

1 — колонка з керамзитом; 2 — перисталь тичний насос; 3 — колба із забрудненою водою; 4 — колба
з очищеною водою; 5 — мікрокомпре сор

Таблиця 4. Ступінь деструкції нафти у ґрунті ПАР N. vaccinii K-8

ПАР Концентра ція ПАР, мл/кг
ґрунту

Концентрація залишкової нафти 
в пробі, г/кг ґрунту

Ступінь деструкції
нафти, %

Культу ральна рідина

100 5,3 ± 0,16 74 ± 2,3

200 5,9 ± 0,18 71 ± 2,1

300 3,4 ± 0,10 83,5 ± 2,5

Супер натант

100 9,2 ± 0,28 55 ± 1,7

200 7,9 ± 0,24 61,2 ± 1,8

300 5,6 ± 0,17 72,7 ± 2,2

Контроль 0 20,4 ± 0,32 0
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ним препаратам [15–17, 19–21, 22–24,
26–29, 33, 36, 37, 39]. Наші експерименти
показали, що за присутності ПАР N. vaccinii
K-8 (0,085–0,85 мг/мл) кількість клітин
фітопатогенних бактерій Pectobacterium
carotovorum УКМ В-1095, Pseudomonas
syringae pv. coronafaciens УКМ В-1154,
Pseudomonas syringae УКМ В-1027,
Pseudomonas corrugate 9070, Pseudomonas
syringae pv. atrofaciens УКМ В-1015,
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea 8571,
Xanthomonas campestris pv. campestris УКМ
В-1049, Xanthomonas vesicatoria 7790,
Xanthomonas translucens pv. translucens
7696 зменшувалась на 80–98%. Слід зазначи-
ти, що не тільки ПАР штаму К-8, а й ін шим
позаклітинним метаболітам, що містяться у
водній фазі після екстракції ПАР сумішшю
метанолу і хлороформу, притаманні анти-
мікробні властивості. Причому в цьому разі
спостерігали 100%-ну загибель усіх дослід-
жуваних фітопатогенних бактерій.

Таким чином, дані літератури і результа-
ти експериментів авторів свідчать про мож-
ливість використання бактерій роду

Nocardia для деструкції аліфатичних, аро-
матичних та гетероциклічних ксенобіотиків,
таких як лінійні алкани (С12–С16), н-октан,
пентадеканол, ейкозан (С20), октакозан
(С28), гексатриаконтан (С36), пристан, октил-
бензен, фенатрен, антрацен, фенол, нітро-
бензен, 3-нітронафтален, 3-нітробіфеніл, 4-
нітрофенол, піридин, α-піколін тощо. 

За допомогою клітин нокардій та їхніх
ензиматичних систем можуть бути здійснені
процеси біотрансформації ізофлавоноїду фор-
монетину у даїдзен та 3¢,4¢,7-тригідроксіізоф-
лавон, цис-епоксисукцинату в L(+)-тартарову
кислоту, 3-ціанопіридину в нікотинову кис-
лоту, а також дерацемізація ібупрофену.

Представники роду Nocardia також
є продуцентами ПАР та низки сполук
з антимікробною і цитотоксичною дією
щодо клітин злоякісних пухлин (бразилі-
бактин А, нокарацин A, B, C, бразиліхінон
D, наргеніцин А1 тощо). Отримані результа-
ти свідчать про наявність у бактерій цього
роду значного біотехнологічного потенціалу,
що уможливлює використання їх у промис-
ловості, екологічній та медичній галузях.
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БАКТЕРИИ РОДА NOCАRDIA
КАК ОБЪЕКТЫ БИОТЕХНОЛОГИИ

Т. П. Пирог, Д. И. Хомяк, Н. А. Гриценко, 
А. П. Софилканич, А. Д. Конон, К. А. Покора 

Национальный университет 
пищевых технологий, Киев, Украина

E-mail: tapirog@nuft.edu.ua

Приведены данные литературы и результа-
ты осуществленных авторами экспериментов о
биотехнологическом потенциале бактерий
рода Nocаrdia. Рассмотрено использование
этих микроорганизмов как деструкторов али-
фатических (октан, пентадеканол, эйкозан,
октакозан, гексатриаконтан, пристан), арома-
тических (фенол, октилбензен, фенатрен,
антрацен), нитроароматических (4-нитрофе-
нол), гетероциклических (пиридин, α-пиколин)
углеводородов. Показаны перспективы исполь -
зования нокардий в процессах биотрансформа-
ции веществ (образование даидзена, ибупрофе-
на, никотиновой кислоты) и синтеза некоторых
применяемых на практике метаболитов, в час-
тности антимикробных и цитотоксических
веществ (аямицин, трансвалецин А, нокатио-
цин, бразилибактин А, нокарацины и др.),
а также веществ с поверхностно-активными
и эмульгирующими свойст вами.

Обобщены экспериментальные результаты
отно сительно оптимизации условий культиви-
рования изолированного из загрязненной
нефтью почвы штамма нефтеокисляющих бак-
терий Nocardia vaccinii K-8 и интенсификации
синтеза поверхностно-активных веществ на
глицероле — побочном продукте производства
биодизеля. Установлена способность штамма
К-8 ассимилировать некоторые ароматические
соединения (фенол, бензол, толуол, нафталин,
гексахлорбензол, сульфаниловая и N-фени-
лантраниловая кислоты, 0,3–0,5%). Показано,
что через 30 сут максимальная степень де -
струкции (94–98%) нефти (2,6 г/л) в воде
наблюдалась при обработке суспензией клеток
N. vaccinii K-8 (9,8·107 КОЕ/мл), в то время как
для очистки загрязненной нефтью почвы
(20 г/кг) эффективным оказалcя препарат по -
верхностно-активных веществ (100–300 мл/кг)
в виде постферментационной  культуральной жид-
кости (деструкция 74–83% нефти). Установ -
лено, что поверхностно-активные вещества
(0,085–0,85 мг/мл) и другие внеклеточные
метаболиты штамма К-8 проявляют антимик-
робное действие против ряда фитопатогенных
бактерий родов Pseudomonas и Xanthomonas,
количество которых в присутствии исследуе-
мых препаратов снижалось на 80–100%.

Ключевые слова: бактерии рода Nocardia,
деградация нефтяных загрязнений, био транс -
фор мация, антибиотики, поверхностно-актив -
ные вещества.

BACTERIA OF NOCАRDIA GENUS 
AS OBJECT OF BIOTECHNOLOGY

T. P. Pirog, D. I. Khomyak, N. A. Grytsenko, 
A. P. Sofilkanych, А. D. Konon, K. A. Pokora

National University of Food Technologies,
Kyiv, Ukraine

E-mail: tapirog@nuft.edu.ua

The literature and own experimental data,
concerning biotechnological potential of bacteria
of Nocаrdia genus are given. The use of these
microorganisms as destructors of aliphatic (octane,
pentadecanol, eicosane, octacosane, hexatria -
contane, pristane), aromatic (phenol, octylben-
zene, phenanthrene, anthracene), nitroaromatic
(4-nitrophenol), heterocyclic (pyridine, α-picoline)
hydrocarbons is described. The prospects of use
of Nocаrdia in processes of substances bio-trans-
formation (production of daidzein, ibuprofen,
nicotinic acid) and synthesis of some valuable
metabolites, in particular antimicrobial and
cytotoxic substances (ayamycin, transvalencin
А, nocathiacin, brasilibactin A, nocaracins etc.)
as well as substances with surface-active and
emulsifying properties are discussed.

The own experimental data concerning opti-
mization of cultivation conditions and intensifi-
cation of surfactant synthesis on glycerol (by-
product of biodiesel production) by oil oxidizing
bacteria strain Nocardia vaccinii K-8, that was
isolated from oil polluted samples of soil are pre-
sented. The ability of strain K-8 to assimilate
some aromatic compounds (phenol, benzene,
toluene, naphthalene, hexachlorbenzene, sulfa-
nilic acid and N-phenylanthranilic acid,
0.3–0.5%) was determined. It was shown that
the highest oil destruction degree (94–98%) in
polluted water (2.6 g/L) was achieved in the case
of treatment with suspension of N. vaccinii K-8
cells (9.8´107 CFU/mL) after 30 days, while sur-
factant preparation of post fermentative cultu-
ral liquid (100–300 mL/kg) was more effective
for remediation (destruction of 74–83% of oil)
of oil polluted soil (20 g/kg). It was determined
that surfactants (0.085–0.85 mg/mL) and other
exocellular metabolites of strain К-8 possess
antimicrobial activity against some phytopatho-
gen bacteria of Pseudomonas and Xanthomonas
strains. In this connection the quantity of living
cells decreased by 80–100% after the treatment
with the investigated preparations.

Key words: bacteria of Nocаrdia genus, destruc-
tion of oil pollution, biotransformation, anti -
biotics, surfactants.
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З розвитком біотехнології розширилися
межі застосування препаратів ензимів у різ-
них галузях промисловості. Перше місце за
інтенсивністю використання серед різнома-
нітних позаклітинних ензимів посідають α-
амілази (КФ 3.2.1.1, 1,4-α-D-глюкан-глюка-
ногідролази) — ензими, які не впорядковано
каталізують гідроліз внутрішніх α-(1,4)-глі-
козидних зв’язків у полісахаридах, що
складаються з трьох чи більше глюкозних
одиниць, таких як декстрини, глікоген,
крохмаль та ін. [1]. Здатність до синтезу α-
амілаз виявлено у мікроорганізмів, у ткани-
нах рослин, комах та тварин [2, 3]. Однак
у промисловості перевагу надають саме про-
дуцентам мікробного походження завдяки
наявності у них фізико-хімічних властивос-
тей, важливих для промисловості, їхній
широкій субстратній специфічності, висо-
кій продуктивності та легкості маніпулю-
вання з ними. На сьогодні мікробні α-аміла-
зи майже повністю витіснили хімічний

гідроліз у процесах перероблення крохмалю
[2–4]. Їх широко застосовують у харчовій,
спиртовій, текстильній, паперовій промис-
ловості, пивоварінні та медицині. Так, α-
амі лази, які активні в кислій ділянці рН,
використовують у виробництві глюкозних
сиропів, у лужній — як добавки до мийних
засобів [2, 3, 5]. Отже, для різних галузей
промисловості потрібні ензими з конкретни-
ми характеристиками специфічності, ста-
більності, активності за певних значень рН і
температури. Тому пошук нових продуцен-
тів α-амілаз залишається актуальною галуз-
зю досліджень.

Оскільки можливості практичного вико-
ристання ензимів зумовлені їхньою здатніс-
тю гідролізувати різні субстрати, метою
роботи було вивчення субстратної специфіч-
ності α-амілаз двох продуцентів — Asper gil -
lus flavus var. oryzae і Bacillus subtilis та
дослідження стійкості їх до низки хімічно
активних речовин.

УДК 577.152.32

αα--АМІЛАЗИ АМІЛАЗИ Aspergillus flavusAspergillus flavus varvar. . oryzaeoryzae
І І Bacillus subtilisBacillus subtilis: : CCУБСТРАТНА СПЕЦИФІЧНІСТЬУБСТРАТНА СПЕЦИФІЧНІСТЬ

ТА СТІЙКІСТЬ ДО НИЗКИ ХІМІЧНОТА СТІЙКІСТЬ ДО НИЗКИ ХІМІЧНО
АКТИВНИХ РЕЧОВИНАКТИВНИХ РЕЧОВИН

Ключевые слова: Aspergillus flavus var. oryzae, Bacillus subtilis, α-амілаза, субстратна
специфічність, константа Міхаеліса, хімічно активні речовини.
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Вивчено здатність α-амілаз двох продуцентів — Aspergillus flavus var. oryzae 80428 і Bacillus subti-
lis 147 розщеплювати різні вуглеводвмісні субстрати, зокрема мальтозу, сахарозу, трегалозу, де к -
стрин, α- та β-циклодекстрин, амілозу, амілопектин, глікоген, пулулан, розчинний картопляний,
нерозчинний картопляний, кукурудзяний, пшеничний крохмалі, декстран 500. Показано, що дослід-
жені ензими відрізняються за субстратною специфічністю. α-Амілаза A. flavus var. oryzae 80428 най-
ефективніше гідролізує розчинний картопляний і пшеничний крохмалі, тоді як α-амілаза B. subtilis
147 — тільки пшеничний. Ензими обох продуцентів не розщеплюють мальтозу, α-цикло декстрин
і декстран 500. Дуже низьку здатність до гідролізу пулулану виявлено в α-амілази A. flavus var. oryzae
80428, тимчасом як α-амілаза B. subtilis 147 взагалі не діє на нього. Найнижчі значення константи
Міхаеліса для обох ензимів спостерігаються під час розщеплення глікогену, що свідчить про найвищу
афінність саме до цього субстрату. Вивчення впливу хімічно активних речовин на активність дослі -
джених ензимів показало, що α-амілази A. flavus var. oryzae 80428 і B. subtilis 147 є стійкими до сечо-
вини, дезоксихолевої кислоти, Твіну-80, Тритону Х-100 та пероксиду водню, тобто вони є конкурен-
тоспроможними з раніше описаними ензимами. Це уможливлює у майбутньому використання цих
ензимів у різних галузях промисловості, передусім у виробництві мийних засобів.

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНІ СТАТТІ
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Матеріали і методи

Об’єктами дослідження були позаклі-
тинні α-амілази A. flavus var. oryzae 80428
і B. subtilis 147, вирощені на рідкому
живиль ному середовищі Чапека з крохма-
лем такого складу (г/л): NaNO3 — 1 (A. flavus
var. oryzae 80428) чи 2 (B. subtilis 147);
KH2PO4 — 1; KCl — 0,5; MgSO4·7H2O — 0,5;
FeSO4·7H2O — 0,015; нерозчинний картоп-
ляний крохмаль — 10 (A. flavus var. oryzae
80428) чи 1 (B. subtilis 147); соєва мука — 10
(B. subtilis 147); Н2О — до 1 л; рН 6,0 [6].
Культивування мікроорганізмів на цих
середовищах проводили глибинним спосо-
бом в 0,75 л колбах Ерленмеєра на качалках
зі швидкістю обертання 220 об/хв за тем пе -
ра тури 24 °С (A. flavus var. oryzae 80428)
і 42 °С (B. subtilis 147) протягом 5 і 3 діб, від-
повідно. Біомасу відділяли фільтруванням
через чотири шари марлі (A. flavus var. ory-
zae 80428) або центрифугуванням при 5 000 g
протягом 30 хв (B. subtilis 147). У cуперна-
танті культуральної рідини визначали вміст
протеїну й амілолітичну активність. Методи
виділення й очищення α-амілаз описано
раніше [6]. Вони включали гель-фільтрацію
на нейтральному TSK-гелі — Toyopearl HW-50
(Toyo Soda, Японія), іонообмінну хромато -
графію на гелі DEAE-Toyopearl 650 M (Toyo
Soda, Японія) під час очищення α-амілази
A. flavus var. oryzae 80428, а також було
використано метод афінної сорбції на крох-
малі у разі α-амілази B. subtilis 147.

Амілолітичну активність визначали
ДСК-методом, що ґрунтується на виявленні
вільних альдегідних груп у молекулах моно-
і олігосахаридів, які при окисненні до кар-
боксильної групи в лужних умовах здатні
відновлювати 3,5-динітросаліцилову кисло-
ту (ДСК) до 3-аміно-5-нітросаліцилової кис-
лоти, спричинюючи зміну жовтогарячого
забарвлення на червоне. Метод з ДСК, який
уперше запропонував Miller, використову-
вали з деякими модифікаціями згідно
з Кубрак [7]. Суміш для визначення актив-
ності, яка містила 0,25 мл 1%-го розчину
крохмалю та 1/15 М фосфатний буфер (рН
6,0), нагрівали за температури 40 °С протя-
гом 5 хв. Для побудови калібрувального гра-
фіка паралельно з дослідними пробами як
стандарт готували 10 проб з різною кількіс-
тю 1%-го розчину перекристалізованої глю-
кози. У попередньо нагріті дослідні проби
вносили розчин препарату ензиму в такій
кількості, щоб його загальний об’єм з буфе-
ром становив 0,25 мл, та інкубували за тем-
ператури 40 °С упродовж 30 хв. Після цього
в усі проби додавали 0,75 мл ДСК-реагенту

(1%-й розчин 3,5-динітросаліцилової кисло-
ти в 1%-му розчині гідроксиду натрію).
Проби інкубували протягом 5 хв на кипля-
чій водяній бані (100 °С). Забарвлення утво-
реної 3-аміно-5-нітросаліцилової кислоти
додатково стабілізували внесенням 0,25 мл
40%-го розчину калію-натрію тартрату.
Проби охолоджували протягом 3 хв у льодя-
ній бані й визначали їхню оптичну густину
на СФ-26 за довжини хвилі 575 нм. Концен -
тра цію редукуючих моносахаридів у дослід-
них пробах визначали за рівнянням регре-
сії, яке відображало лінійну залежність між
значеннями оптичної густини всіх точок
калібрувального графіка і концентрацією
глюкози (як стандарту редукуючих цукрів)
у дослідних пробах. Активність α-амілази
обчислювали за формулою:

де СРЦ — концентрація редукуючих цукрів
у пробах згідно з калібрувальним
графіком, мкг;

Vпр — загальний об’єм проби, мл (1,5 мл);
t — час реакції гідролізу крохмалю, хв (30 хв);
Vпреп — об’єм ензимного препарату, мл;
[протеїн] — концентрація загального про-

теїну в ензимному препараті,
мг/мл.

За одиницю активності α-амілази, визна-
чену цим методом, приймали кількість
редукуючих цукрів (мкг), утворених за 1 хв
за даних умов. Питому активність виражали
у перерахунку на 1 мг загального протеїну
(Од/мг протеїну).

Субстратну специфічність α-амілаз ви -
зна чали, використовуючи такі субстрати:
мальтозу, сахарозу, трегалозу, декстрин, α-
і β-циклодекстрин, амілозу, амілопектин,
глікоген, пулулан, розчинний і нерозчин-
ний картопляний крохмаль, пшеничний
і кукурудзяний крохмаль, декстрин 500.
Розчини субстратів готували в концентрації
1% з додаванням 10 мл 1/15 М фосфатного
буфера (рН 6,0). Активність α-амілази оці-
нювали ДСК-методом за стандартних умов,
як зазначено вище. Відносну активність
виражали у %, за 100% приймали актив-
ність α-амілази під час розщеплення як суб-
страту розчинного картопляного крохмалю.

Кінетичні параметри α-амілаз — уявну
константу Міхаеліса (Km, мг/мл) та макси-
мальну швидкість реакції (Vmax, мкг–1·хв·мг),
визначали за графіками Лай нуї вера-Берка
на розчинному картопляному крохмалі,
декстрині та глікогені за температури 40 °С
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і рН 6,0. При цьому інкубаційне середовище
в усіх експериментах містило однакову кіль-
кість α-амілази A. flavus var. oryzae 80428
і B. subtilis 147 (3,3 Од/мг протеїну і
5,1 Од/мг протеїну, відповідно).

Вплив різних хімічно активних речовин
аналізували в процесі інкубації препаратів
α-амілази протягом 30 хв за кімнатної тем-
ператури в 1/15 М фосфатному буфері (рН
4,7 і 6,0) у присутності таких реагентів: 1)
аніонних детергентів — додецилсульфату
натрію в концентрації 0,001 М, 0,005 М,
0,01 М, 0,05 М, 0,1 М та дезоксихолевої кис-
лоти в концентрації 0,05%, 0,1%, 0,2%,
0,5%, 1,0%; 2) неіоногенних детергентів —
Тритону Х-100 і Tвін-80 у концентрації
0,1%, 0,5%, 1,0%, 5,0%, 10,0% (об’єм/об’єм);
3) денатуранту — сечовини в концентрації
0,005 М, 0,01 М, 0,05 М, 0,1 М, 0,5 М, 1,0 М,
2,0 М, 4,0 М, 8,0 М; в) окисника — перокси-
ду водню в концентрації 0,001 М, 0,005 М,
0,01 М, 0,05 М, 0,1 М, 0,5 М. Амілолітичну
активність визначали йодометричним мето-
дом відповідно до ГОСТу 20264.4-89 [8].

Усі досліди проводили у 5–8 повторах.
Аналіз одержаних результатів здійснювали
шляхом статистичної обробки методами ва -
ріа ційної і кореляційної статистики з вико-
ристанням t-критерію Стьюдента [8]. У ро -
бо ті вираховували середні значення величин
і стандартні похибки (М ± m). Як достовірні
розглядали значення Р < 0,05. Результати,
що подані графічно, отримували за допомо-
гою програми Microsoft Exсel 2003. 

Результати та обговорення

Важливим питанням, необхідним для
розуміння можливості практичного застосу-
вання ензимів, є вивчення їхньої субстратної
специфічності та кінетичних параметрів дії.

Вивчення субстратної специфічності α-амі-
лаз A. flavus var. oryzae 80428 та B. subtilis 147
до 15 субстратів показало (рис. 1, 2), що ці
ензими здатні розщеплювати всі види крохма-
лю, причому α-амілаза A. flavus var. oryzae
80428 найефективніше розщеплює розчинний
картопляний і пшеничний крохмаль, а α-амі-
лаза B. subtilis 147 — пшеничний крохмаль.

За ефективністю гідролізу α-амілазою
A. flavus var. oryzae 80428 досліджені суб-
страти можна розташувати у такій послідов-
ності: розчинний картопляний крохмаль
(100%) ® пшеничний крохмаль (97,5%) ®
нерозчинний картопляний крохмаль (90%)
® кукурудзяний крохмаль (85%) ® аміло-
пектин (48,5%) ® глікоген (45,4%) ® аміло-
за (43%) ®декстрин (40%) ®β-циклодекстрин

(28%) ® сахароза (9%) ® пулулан (3,6%). Цей
ензим взагалі не гідролізує α-циклодекстрин,
мальтозу, трегалозу, декстран 500.

Дещо інша картина спостерігається за
розщеплення вищезазначених субстратів α-
амілазою B. subtilis 147: найефективніше
вона гідролізує пшеничний крохмаль (162%)
® кукурудзяний крохмаль (111%) ® аміло-
зу (110%) ® розчинний картопляний крох-
маль (100%) ® нерозчинний картопляний
крохмаль, глікоген (98%) ® декстрин (72%)
® амілопектин (23%) ® трегалозу (19%) ®
β-циклодекстрин (13%). α-Амілаза B. subti-

Рис. 2. Субстратна специфічність α-амілази 
B. subtilis 147:

1 — розчинний картопляний крохмаль (конт роль);
2 — декстрин; 3 — α-циклодекстрин; 4 — β-цик-
лодекстрин; 5 — нерозчинний картопляний крох-
маль; 6 — кукурудзяний крохмаль; 7 — пшенич-
ний крохмаль; 8 — глікоген; 9 — пулулан; 10 —
мальтоза; 11 — трегалоза; 12 — амілоза; 13 —
аміло пектин; 14 — сахароза; 15 — декст ран 500

* Достовірно відмінне від контрольного зна -
чен ня за Р < 0,05

Рис. 1. Субстратна специфічність α-амілази 
A. flavus var. oryzae 80428:

1 — розчинний картопляний крохмаль (конт роль);
2 — декстрин; 3 — α-циклодекстрин; 4 — β-цик-
лодекстрин; 5 — нерозчинний картопляний крох-
маль; 6 — кукурудзяний крохмаль; 7 — пше -
ничний крохмаль; 8 — глікоген; 9 — пулулан;
10 — мальтоза; 11 — трегалоза; 12 — амілоза; 13 —
амілопектин; 14 — сахароза; 15 — декстран 500

* Достовірно відмінне від контрольного зна -
чення за Р < 0,05
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lis 147 не розщеплює α-циклодекстрин, пулу -
лан, мальтозу, декстран 500.

Аналогічні дані отримали й інші дослідни-
ки [2], які показали, що α-амілаза Peni cil lium
citrinum HBF62 також ефективно розщеп-
лювала розчинний картопляний крох маль
(100%), пшеничний крохмаль (111%),
кукурудзяний крохмаль (80%) та глікоген
(99%), трохи гірше — амілозу (56%). α-Амі ла -
за Geobacillus thermoleovorans здатна актив-
но діяти на різні види крохмалю: розчинний
картопляний (100%), рисовий (98%), куку-
рудзяний (81%), пшеничний (87%), гірше —
на амілопектин (66%) та пулулан (41%), але
не здатна розщепити β-циклодекстрин [9].
α-Амілази B. mojavensis A21 та B. amyloli-
quefaciens, як і досліджувана нами α-аміла-
за B. subtilis 147, ефективно гідролізували
амілозу (117% і 120% відповідно) та картоп-
ляний крохмаль (100% і 95% відповідно)
[10, 11]. α-Амілаза Тrichoderma harzianum,
навпаки, найкраще розщеплювала амілопек-
тин (450%) і глікоген (274%), однак, як і до -
слі джені нами α-амілази A. flavus var. ory-
zae 80428 та B. subtilis 147, не здатна до
гідролізу α-циклодекстрину [12].

Отже, α-амілази A. flavus var. oryzae
80428 та B. subtilis 147 виявляють широку
субстратну специфічність, демонструючи
здатність ефективно гідролізувати як розга-
лужені (крохмаль, глікоген, амілопектин),
так і лінійні (амілоза) глюкани. Однак α-
амі лази обох продуцентів не здатні розщеп-
лювати або незначною мірою розщеплюють
циклічні глюкани (α- і β-циклодекстрин від -
повідно). Крім того, α-амілаза B. subtilis 147
удвічі швидше гідролізує амілозу та гліко-
ген, ніж α-амілаза A. flavus var. oryzae
80428.

Вивчення кінетичних параметрів α-амі-
лаз A. flavus var. oryzae 80428 та B. subtilis
147 здійснювали згідно з кінетикою Міхае -
ліса–Ментен [13]. Уявну константу Міхаелі -
са (Km, мг/мл), яка відображає ступінь
спорід неності ензиму до субстрату, та мак-
симальну швидкість реакції (Vmax) α-амілаз
A. flavus var. oryzae 80428 (рис. 3–5) та
B. subtilis 147 (рис. 6–8) визначали за графі-
ками Лайнуївера–Берка на розчинному кар-
топляному крохмалі, декстрині та глікогені.
Вибір цих субстратів пов’язаний з їхньою
здатністю розчинятись у воді.

Кm і Vmax за розщеплення розчинного
кар топляного крохмалю α-амілазою A. fla-
vus var. oryzae становили 4,17 мг/мл
і 6,67 мкг–1·хв·мг, декстрину — 1,0 мг/мл
і 2,86 мкг–1·хв·мг, глікогену — 0,43 мг/мл
і 1,0 мкг–1·хв·мг, відповідно (рис. 3–5).

Схожі значення Кm під час розщеплення
розчинного крохмалю спостерігали в α-амі-
лаз Thermoactinomyces thalpophilus KSV 17
(5,20 мг/мл) [14], Bacillus sp. GRE1
(4,98 мг/мл) [15], Geobacillus thermodenitri-
ficans (3,05 мг/мл) [16].

Вивчення кінетичних параметрів α-амі-
лази B. subtilis 147 показало, що Кm і Vmax під
час розщеплення нею розчинного картопля-
ного крохмалю становили 0,40 мг/мл

Рис. 3. Залежність оберненої швидкості
гідролізу розчинного картопляного крохмалю 

a-амілазою A. flavus var. oryzae 80428 
від його оберненої концентрації

Рис. 4. Графік Лайнуївера–Берка гідролізу
декстрину a-амілазою A. flavus var. oryzae 80428

залежно від його концентрації

Рис. 5. Залежність оберненої швидкості
гідролізу глікогену a-амілазою A. flavus var.
oryzae 80428 від його оберненої концентрації

1/S, мг –1

1/S, мг –1

1/S, мг –1

1/V, мкг –1·хв·мг

1/V, мкг –1·хв·мг

1/V, мкг –1·хв·мг
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і 5,26 мкг–1·хв·мг, декстрину — 0,63 мг/мл
і 1,25 мкг–1·хв·мг, глікогену — 0,26 мг/мл
і 10,60 мкг–1·хв·мг (рис. 6–8). Подібні зна-
чення константи Міхаеліса за розщеплення
розчинного крохмалю були характерними
для α-амілаз Penicillium camemberti PL21 —
0,92 мг/мл [17], Thermobi� da fusca —
0,88мг/мл [18], B.subtilisKCX006 — 0,29 мг/мл
[19], B. cohnii US147 — 0,70 мг/мл [20].

Максимальну швидкість реакції
6,67 мкг–1·хв·мг спостерігали за розщеплен-
ня α-амілазою A.  flavus var. oryzae 80428
розчинного картопляного крохмалю, тимча-
сом як у випадку α-амілази B. subtilis 147
мак симальна швидкість реакції 10,60 мкг–1·хв·мг
відзначалася за гідролізу глікогену. 

Отже, вивчення кінетичних параметрів α-
амілаз A. flavus var. oryzae 80428 та B. subtilis
147 на різних субстратах показало, що обидва
ензими виявляють найвищу аффінність до
глікогену, оскільки саме на цьому субстраті
спостерігаються найнижчі значення Кm. α-
Амі лаза Т. harzianum також виявляла більшу
спорідненість до глікогену, ніж до розчинного
картопляного крохмалю, однак її Кm за роз-
щеплення глікогену становила 4,50 мг/мл,
а розчинного крохмалю — 6,53 мг/мл [12].

Деякі дослідники вважають, що різниця
в значеннях Кm і Vmax різних ензимів зумов-
лена структурою субстрату та умовами реак-
ції [21]. Крім того, на швидкість гідролізу
субстратів може впливати розмір молекул
субстрату, а також кількісний вміст різних
типів глікозидних зв’язків: α-1,4 і α-1,6.
Встановлено [2], що субстрати з переважним
вмістом α-1,4-глікозидних зв’язків розщеп-
люватимуться набагато швидше, ніж ті, що
містять більше α-1,6-глікозидних зв’язків.

Окрім субстратної специфічності, важ-
ливою властивістю α-амілаз, яка визначає
використання їх у різних галузях промисло-
вості, є стійкість до агресивних речовин,
таких як детергенти, сурфактанти, окисни-
ки, що часто входять до складу екологічно
безпечних мийних засобів. Тому вважали за
доцільне перевірити вплив деяких із них на
активність α-амілаз.

Вплив додецилсульфату натрію (ДСН) 
на активність α-амілаз

ДСН — це аніонна поверхнево-активна
речовина (ПАР), що використовується у ви роб -
ництві мийних засобів, шампунів, зубних
паст, косметики для утворення піни, а та -
кож за електрофорезу для денатурації моле-
кул протеїнів. Існують дані щодо здатності
амінокислот протеїнів утворювати комплек-
си з аніонними, катіонними та неіоногенни-
ми ПАР [22]. Так, ДСН здатен утворювати
асоціати з лізином [22].

За даними літератури, ДСН є активним
інгібітором α-амілаз, оскільки пригнічує
їхню активність навіть у дуже низьких кон-
центраціях. Так, у концентрації 0,1% ДСН
спричинює зниження активності α-амілази
G. thermoleovorans на 30% [9]. α-Амілаза

Рис. 8. Графік Лайнуївера–Берка гідролізу
глікогену a-амілазою B. subtilis 147 

залежно від його концентрації

Рис. 7. Залежність оберненої швидкості
гідролізу декстрину a-амілазою B. subtilis 147

від його оберненої концентрації

Рис. 6. Графік Лайнуївера–Берка гідролізу
розчинного картопляного крохмалю 

a-амілазою B. subtilis 147 
залежно від його концентрації
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P. citrinum HBF62 після 30 хв інкубування
з 5 мМ ДСН зберігала 38%, а з 10 мМ — 35%
активності [2]. α-Aмілаза B. amyloliquefaci-
ens виявилася чутливою до ДСН, оскільки
втрачала 70% вихідної активності у присут-
ності 5 мМ ДСН та 88% за концентрації ДСН
10 мМ [11]. Існує думка, що термостабільні
ензими є резистентними до дії органічних
розчинників та детергентів [9, 23]. Прикла -
дом цього може бути α-амілаза Bacillus sp.
BKL20, яка виявилася повністю стабільною
у присутності ДСН в концентрації до 10 мМ
та зберігала 64% активності у присутності
100 мМ ДСН після 30 хв інкубації [7], а α-
амілаза Bacillus sp. A3-15 після 30 хв інку-
бування з 1% ДСН втрачала лише 18% своєї
активності [23]. Однак цьому твердженню
суперечать отримані нами дані щодо майже
повної втрати активності термостабільною
α-амілазою B. subtilis 147 навіть у присут-
ності 1 мМ ДСН (рис. 9). Подібні дані було
одержано в разі додавання 2–10 мМ ДСН до
α-амілази B. aquimaris VITP4, коли ензим
виявився взагалі нестійким до дії ДСН [24].

Вивчення впливу ДСН на активність α-
амілази A. flavus var. oryzae 80428 показа-
ло, що цей ензим зберігав 69% своєї актив-
ності у присутності 1 мМ розчину даного
детергенту та 19% — 5 мМ розчину після 30 хв
інкубації (рис. 9). α-Амілаза P. citrinum
HBF62 після 30 хв інкубування з 1 мМ ДСН
зберігала 89% активності [2], α-амілаза
B. mojavensis A21 через 1 год інкубування
з 1% ДСН (» 3 мM) — 71% своєї активності
[10], α-амілаза B. cohnii US147 у присутнос-
ті 1 мМ ДСН через 15 хв інкубування збері-
гала 85% вихідної активності [20], а α-амі-
лаза Wangia sp. C52 з додаванням 5 мМ ДСН
втрачала 41% своєї активності через 10 хв
інкубування [25]. Отже, α-амілаза A. flavus
var. oryzae 80428 є досить конкурентоздатною

щодо чутливості до ДСН порівняно з вище -
описаними ензимами.

Вплив сечовини на активність α-амілаз

Відомо, що більшість α-амілаз є досить
чутливими до дії сечовини [26].

Дослідження α-амілаз A. flavus var. ory-
zae 80428 та B. subtilis 147 свідчать про їхню
високу стійкість до сечовини, оскільки з до -
да ванням 8 М розчину цієї сполуки вони збе-
рігали 86,5% та 97% своєї активності, від-
повідно, навіть після 30 хв інкубування
(рис. 10). Крім того, α-амілаза A. flavus var.
oryzae 80428 виявилася повністю стабіль-
ною у присутності 5 мМ — 4 М сечовини, як
і α-амілаза B. subtilis 147 за концентрації
сечовини 5 мМ. У разі додавання 10 мМ — 2 М
сечовини α-амілаза B. subtilis 147 зберігає
75–87,5% своєї активності та є повністю стій-
кою за додавання 4 М і 8 М денатуранту. За
низьких концентрацій невеликі полярні моле-
кули сечовини можуть вбудовуватися між
пептидними ланцюгами, розриваючи водневі
зв’язки, що призводить до зменшення стабіль-
ності молекули ензиму. Водночас за високих
концентрацій молекули сечовини не здатні
проникати в молекули ензиму, а містяться
лише на її поверхні, змінюючи гідрофобність.

Більш високу стабільність α-амілази
B. subtilis 147 за високих концентрацій сечо-
вини (від 4 до 8 М) можна пояснити тим, що
невеликі полярні молекули не спроможні
регулювати її здатність впливати на гідро-
фобність усієї молекули ензиму, тимчасом
як, на відміну від досліджених нами ензи-
мів, α-амілаза Bacillus sp. DM-15 через 30 хв
інкубування у присутності 8 М сечовини
зберігала 67% своєї активності [27], α-амілаза
Bacillus sp. BKL20 — 42% [7], α-амілаза Ba cil -
lus sp. A3-15 — лише 20% [23], а α-амілази

Рис. 9. Вплив додецилсульфату натрію на
активність a-амілаз A. flavus var. oryzae 80428

та B. subtilis 147. 
* Достовірно відмінне від контрольного значення
за Р < 0,05

Рис. 10. Вплив сечовини на активність a-амілаз
A. flavus var. oryzae 80428 та B. subtilis 147. 

* Достовірно відмінне від контрольного значення
за Р < 0,05
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з алкалофільних штамів Bacillus — повністю
втрачали свою активність [28]. Окрім того,
сечовина навіть у низькій концентрації —
5 і 10 мМ — спричинювала зниження актив-
ності α-амілази B. amyloliquefaciens на 42%
і 84%, відповідно [11], тоді як α-амілаза
P. citrinum HBF62 була повністю стійкою
у присутності 1–10 мМ сечовини, яка спри-
яє навіть незначному (10–12%) стимулю-
ванню активності ензиму [2].

Вплив дезоксихолевої кислоти 
на активність α-амілаз

Вивчення впливу іншого аніонного
детергенту — дезоксихолевої кислоти пока-
зало, що вона не впливала на активність α-
амілази B. subtilis 147 у концентрації
0,05%–0,5%, а підвищення її концентрації
до рівня 1% зумовлювало незначне (15%)
зниження активності ензиму. α-Амілаза
A. flavus var. oryzae 80428 повністю зберіга-
ла активність у присутності 0,05–1% дезок-
сихолевої кислоти після 30 хв інкубування
навіть з незначним підвищенням її на 13%
за концентрації поверхнево-активної речо-
вини 0,05% і 0,1% (рис. 11). Подібні резуль-
тати було отримано для α-амілази G. thermo-
leovorans, у якої 1%-на холінова кислота
викликала підвищення активності на 20%
[9]. Одержані нами результати збігаються
з даними Кубрак [7], яка показала, що 
α-амілаза Bacillus sp. BKL20 зберігала 79%
активності у присутності 50 мМ дезоксихо-
левої кислоти та 72,5% з додаванням
100 мМ детергенту після 30 хв інкубування. 

Таким чином, α-амілази A. flavus var.
oryzae 80428 і B. subtilis 147 виявилися дуже
стійкими до дії дезоксихолевої кислоти.

Вплив Тритону Х-100 та Tвіну-80 
на активність α-амілаз

Тритон Х-100 і Твін-80 належать до неіо-
ногенних детергентів, які входять до складу
деяких мийних та косметичних засобів.
Відомо, що вони здатні по-різному впливати
на активність одних і тих самих ензимів,
виділених з подібних мікроорганізмів [29].

Вивчення впливу неіоногенних сурфак-
тантів (об’єм/об’єм) на активність α-амілаз
A. flavus var. oryzae 80428 та B. subtilis 147
показало (рис. 12, 13), що ці ензими виявля-
ли високу стійкість до вищезазначених спо-
лук. Тритон Х-100 не справляв інгібуючого
впливу на активність α-амілаз A. flavus var.
oryzae 80428 та B. subtilis 147, спостерігала-
ся навіть їх активація на 12% та 100%, від-
повідно, у присутності 10%-го розчину
Тритону Х-100 після 30 хв інкубування
(рис. 12). Подібні результати були одержані
Кубрак для α-амілази Bacillus sp. BKL20 [7],
Ваno та ін.  [30] для α-амілази B. subtilis
KIBGE-HAS, де ступінь активації Тритоном
Х-100 (5%) становив 85%. Стійкою до дії
цього сурфактанта була й α-амілаза A. acido-
caldarius [26]. Однак у випадку α-амілази
G. thermoleovorans спостерігалося пригні-
чення активності ензиму на 20% та 40%,

Рис. 11. Вплив дезоксихолевої кислоти на
активність a-амілаз A. flavus var. oryzae 80428

та B. subtilis 147. 
* Достовірно відмінне від контрольного значення
за Р < 0,05

Рис. 12. Вплив Тритону Х-100 на активність 
a-амілаз A. flavus var. oryzae 80428 

та B. subtilis 147. 
* Достовірно відмінне від контрольного значення
за Р < 0,05

Рис. 13. Вплив Твіну-80 на активність a-амілаз
A. flavus var. oryzae 80428 та B. subtilis 147. 

* Достовірно відмінне від контрольного значення
за Р < 0,05
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від повідно, у присутності 0,1% і 0,2% Три то ну
Х-100 після 1 год інкубування [9]. Інгібу ю -
чий вплив цього детергента спостерігався і в
разі α-амілази B. mojavensis A21, активність
якої знижувалася на 17% з дода ван ням 5%
Тритону Х-100 після 1 год інкубування [10].
α-Aмілазa Rhizobium sp. INPA R-926 у присут-
ності 1%- та 2%-х його розчинів зберігала
86% своєї актив ності [29].

Дещо інші результати одержали під
впливом Твіну-80. α-Амілаза A. flavus var.
oryzae 80428 виявилася більш чутливою до
дії цього детергента, ніж α-амілаза B. subtilis
147, оскільки за концентрації 0,1% зберіга-
ла 60% активності, а від 0,5% до 10% Твіну-
80 — лише половину активності. Вод но час
активність α-амілази B. subtilis 147 підви-
щувалася на 6% — 34% за цієї самої кон-
центрації детергента, і лише 10%-й Твін-80
спричинював зниження активності на 31%
(рис. 13). Однак це пригнічення активності
було нижчим, ніж у випадку α-амілази
B. subtilis KIBGE-HAS, яка втрачала 29%
і 49% своєї активності у присутності 5% та
10% Твіну-80, відповідно [30]. α-Амілази
Rhizo bium sp. INPA R-926 та Bradyrhizobium
sp. INPA R-991 також повністю зберігали свою
активність у присутності 1%- та 2%-х розчи-
нів цього детергенту, навіть спостерігалося
незначне підвищення їхньої активності [29].
Як й у випадку α-амілази B. subtilis 147,
активність G. thermoleovorans підвищува-
лась у присутності 0,1% і 0,2% Твіну-80 [9].

Зниження активності α-амілаз під дією
Твіну-80 пов’язують з переважним вмістом
у його складі олеїнової кислоти. Крім того,
інгібування може бути результатом спільної
дії таких чинників, як зниження гідрофоб-
ної взаємодії, що відіграє ключову роль у
підтриманні третинної структури протеїну,
та пряма взаємодія з його молекулою [30].

Вплив пероксиду водню 
на активність α-амілаз

Пероксид водню — дуже сильний хіміч-
ний окисник, який додають до складу мий-
них засобів. Тому потенційною умовою
використання ензимів у процесі виготовлен-
ня екологічно безпечних мийних засобів є
їхня стійкість до хімічного окиснення.

α-Амілази A. flavus var. oryzae 80428 та
B. subtilis 147 є стійкими до хімічного окис-
нення пероксидом водню (рис. 14). Так, α-
амілаза A. flavus var. oryzae 80428 повністю
зберігала свою активність у присутності
0,001 — 0,05 М пероксиду водню, зі зростан-
ням концентрації окисника до 0,1 М і 0,5 М
спостерігалося дуже незначне зниження

рівня активності — на 6% і 7% відповідно.
α-Амілаза B. subtilis 147 також виявилася
достатньо стійкою до дії пероксиду водню і
зберігала 89% — 74% активності за його
концентрації 0,005 М — 0,1 М, зростання ж
концентрації цієї речовини до 0,5 М зумов-
лювало зниження активності ензиму на
61%. Подібні результати були отримані для
α-амілази Bacillus sp. BKL20, яка у разі
додавання 0,5 М пероксиду водню після
30 хв інкубування зберігала 24% своєї
активності, а в присутності 1–10 мМ окисни-
ка була повністю стабільною [7]. На проти-
вагу отриманим даним, α-амілаза Bacillus
sp. PN5 втрачала 30% своєї активності у
присутності лише 5 мМ пероксиду водню
після 1 год інкубування [31]. A α-амілаза
B. cohnii US147 з додаванням 1 мМ окисника
після 15 хв інкубування зберігала 77%
активності [20]. Є дані щодо α-амілази
Bacillus KSM-K38, яка зберігає активність у
присутності 1,8 М пероксиду водню, однак
цей ензим є менш термостабільним порівня-
но з α-амілазою B. subtilis 147 [32].

Таким чином, здатність α-амілаз A. fla-
vus var. oryzae 80428 та B. subtilis 147 ефек-
тивно розщеплювати як розгалужені, так і
лінійні крохмалевмісні субстрати й витри-
мувати високі концентрації неіоногенних та
аніонних детергентів, денатуранту (сечови-
ни) та окисника (пероксиду водню), умож-
ливить у майбутньому використання цих
ензимів у різних галузях промисловості, де
переробляють крохмалевмісну сировину,
передусім у виробництві мийних засобів.

Висловлюємо подяку співробітникам від-
ділів антибіотиків (к. б. н. Сафроновій Л. А.)
і фізіології та систематики мікроміцетів
(д. б. н. Ждановій Н. М., к. б. н. Курченко І. М.,
к б. н. Харкевич О. С.) за надані для дослід-
ження штами мікроорганізмів.

Рис. 14. Вплив пероксиду водню на активність 
a-амілаз A. flavus var. oryzae 80428 

та B. subtilis 147. 
* Достовірно відмінне від контрольного значення
за Р < 0,05
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α-АМИЛАЗЫ Aspergillus flavus var. oryzae
И Bacillus subtilis: CУБСТРАТНАЯ

СПЕЦИФИЧНОСТЬ И УСТОЙЧИВОСТЬ
К РЯДУ ХИМИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ

Е. В. Авдиюк, Л. Д. Варбанец

Институт микробиологии и вирусологии 
НАН Украины, Киев

E-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

Изучена способность α-амилаз двух проду-
центов — Aspergillus flavus var. oryzae 80428
и Bacillus subtilis 147 расщеплять разные угле-
водсодержащие субстраты, такие как мальтоза,
сахароза, трегалоза, декстрин, α- и β-циклодекс-
трин, амилоза, амилопектин, гликоген, пуллу-
лан, растворимый картофельный, нераствори-
мый картофельный, кукурузный, пшеничный
крахмалы, декстран 500. Показано, что исследо-
ванные энзимы отличаются по субстратной спе-
цифичности. α-Амилаза A. flavus var. oryzae
80428 эффективнее гидролизует растворимый
картофельный и пшеничный крахмалы, в то
время как α-амилаза B. subtilis 147 — только
пшеничный. Энзимы обоих продуцентов не рас-
щепляют мальтозу, α-циклодекстрин и декстран
500. Очень низкая способность гидролизовать
пуллулан обнаружена у α-амилазы A. flavus var.
oryzae 80428, а α-амилаза B. subtilis 147 вообще
не действует на него. Самые низкие значения
константы Михаэлиса для обоих энзимов полу-
чены при раcщеплении гликогена, что свиде-
тельствует о наибольшей аффинности именно к
этому субстрату. Изучение влияния химически
активных веществ на активность исследуемых
энзимов показало, что α-амилазы A. flavus var.
oryzae 80428 и B. subtilis 147 устойчивы к моче-
вине, дезоксихолевой кислоте, Твину-80,
Тритону Х-100 и пероксида водорода, т. е. они
являются конкурентоспособными с ранее опи-
санными энзимами. Это даст возможность в
будущем использовать данные энзимы в разных
отраслях промышленности, прежде всего при
изготовлении моющих средств.

Ключевые слова: Aspergillus flavus var. oryzae,
Bacillus subtilis, α-амилаза, субстратная специ -
фич ность, константа Михаэлиса.

α-AMYLASES OF Aspergillus flavus var. oryzae
AND Bacillus subtilis: THE SUBSTRATE

SPECIFICITY AND RESISTANCE 
TO A NUMBER OF CHEMICALLY ACTIVE 

SUBSTANCES

K. V. Avdiyuk, L. D. Varbanets

Institute of Microbiology and Virology of
National Academy of Sciences of Ukraine, Kiyv

E-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

The ability of Aspergillus flavus var. oryzae
80428 and Bacillus subtilis 147 α-amylases to
split different carbohydrate-containing substrates,
such as maltose, sucrose, trehalose, dextrin, α-
and β-cyclodextrin, amylose, amylopectin, gly-
cogen, pullulan, soluble starch, insoluble starch,
corn starch, wheat starch, dextran 500 has been
studied. It was shown that investigated enzymes
differ by substrate specificity. α-Amylase of A.
flavus var. oryzae 80428 rapidly hydrolysed
soluble potato and wheat starch, while the α-
amylase of B. subtilis 147 did only wheat starch.
Both enzymes don’t cleave maltose, α-cyclodex-
trin and dextran 500. A. flavus var. oryzae
80428 α-amylase display very small ability to
hydrolyze pullulan, while α-amylase of B. subti-
lis 147 it does not act in general. The lowest valu-
es of Michaelis constant for both enzymes at
splitting of glycogen have been obtained, indica-
ting that enzymes have the greatest affinity to
this substrate. The studies of influence of chemi-
cally active substances on activity of A. flavus
var. oryzae 80428 and B. subtilis 147 α-amylases
show there are resistant to urea, de oxycholic
acid, Tween-80, Triton X-100 and hydrogen
peroxide. It’s indicate the enzymes tested may be
competitive in compare with earlier de scribed in
literature enzymes. The obtained results give a
possibility to propose in future usage these enzy-
mes in different fields of industry, foremost in
detergent industry.

Key words: Aspergillus flavus var. oryzae,
Bacillus subtilis, α-amylase, substrate specifici-
ty, Michaelis constant. 
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Фруктоза — поширений у природі мо но -
сахарид, найбільше її міститься у фруктах,
зокрема у винограді, яблуках, грушах, бана-
нах [1]. Вона входить також до складу бджо-
линого меду й олігосахаридів: рафінози,
сахарози, стахіози, полісахаридів інуліну та
левану. Завдяки високій гігроскопічності
фруктозу дедалі частіше застосовують у
виробництві мармеладу, цукерок, пряників,
печива та інших солодощів, оскільки вона
дає змогу затримати процес черствіння про-
дуктів. На сьогодні фруктоза є одним з най -
перспективніших замінників цукру під час
профілактики та лікування цукрового діабе-
ту, адже вона добре засвоюється організмом
людини і, на відміну від глюкози, не потре-
бує присутності інсуліну [2]. Окрім того,
фруктоза не сприяє розвиткові зубного
карієсу на відміну від глюкози або сахарози [1]. 

Надлишок фруктози в крові та сечі
людини свідчить про порушення її метабо-
лізму, зокрема про есенціальну фруктозу-
рію, фруктоземію та спадкову недостатність
фруктозо-1,6-дифосфатази, тому для вияв-
лення цих порушень слід проводити лабора-
торний аналіз фруктози в крові та сечі. Для
діагностики фруктозурії роблять лаборатор-
ний аналіз сечі з метою виявлення фрукто-
зи, яка у хворих людей накопичується у
великій кількості. Дієта пацієнтів з вище-

зазначеними захворюваннями передбачає
вилучення з їхнього раціону будь-яких
фруктозовмісних продуктів та напоїв [3],
тому виробництво дієтичних продуктів хар-
чування для людей з непереносимістю фрук-
този передбачає обов’язковий контроль
рівня фруктози в готовій продукції.

У деяких випадках рівень фруктози в
продуктах харчування є показником їхньої
якості. Наприклад, кількість фруктози у
бджолиному меду, а також співвідношення
її з кількістю інших цукрів свідчить про зрі-
лість меду, метод та кліматичні умови його
виготовлення і зберігання, ймовірність
фальсифікації меду тощо [4]. 

У медицині визначення фруктози є дуже
важливим. Так, аналіз фруктози здійсню-
ють під час проведення спермограми. Її
рівень у спермі є вагомим для діагностики
обструктивної азооспермії, запалень
сім’яних пухирців, передміхурової залози
та бульбоуретральних залоз у чоловіків.
Також аналіз на рівень фруктози у спермі
може сприяти коректній діагностиці ретро -
градної еякуляції [5, 6]. 

З огляду на це необхідними є зручні,
точні, селективні, швидкі та дешеві методи
моніторингу фруктози в харчовій, біотехно-
логічній промисловості та в медицині.
Існуючі на сьогодні стандартні методи висо-
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Розроблено кондуктометричний біосенсор для визначення фруктози, який функціонує на основі
ензиму фруктозодегідрогенази та медіатора електронів фериціаніду калію. Ензим було ко ім мо бі лі зо -
ва но разом із сироватковим альбуміном бика на поверхні кондуктометричного перетворювача
методом поперечного зшивання глутаровим альдегідом. Підібрано оптимальні умови функ ціо ну ван -
ня біосенсора. Досліджено залежність його роботи від концентрації робочого буферного розчину та
концентрації в ньому медіатора електронів фериціаніду калію. Біосенсор виявляв високу від тво -
рюваність сигналу та селективність стосовно фруктози. Показано, що розроблений кондукто мет рич -
ний біосенсор можна використовувати для моніторингу вмісту фруктози в харчових продуктах та
в медичній діагностиці.
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коточного визначення фруктози, такі як
рідинна та високоефективна рідинна хрома-
тографія, потребують наявності кваліфіко-
ваного персоналу, складного і високовартіс-
ного обладнання [7] та досить непростої
попередньої підготовки проб для аналізу.
Інші методи, зокрема поляриметрія, ре -
фрактометрія та хімічні, є простішими і
швидшими у виконанні, але менш точними
й селективними. Створення біосенсора для
визначення фруктози може поліпшити сис-
тему моніторингу вмісту фруктози в харчо-
вих продуктах та в медичній діагностиці.

У літературі описано різні варіанти біо-
сенсорів для визначення фруктози, біль-
шість з яких є ензимними електрохімічни-
ми біосенсорами [8–16]. Існують також
мікробні біосенсори для визначення фрукто-
зи. Є повідомлення про розроблення амперо-
метричної біосенсорної системи для визна-
чення фруктози, сахарози та глюкози
з іммобілізованими на поверхні золотих
електродів клітинами трьох різних мутант -
них штамів Esche richia coli K12, кожен
з яких був специфічним до одного з трьох
сахаридів [17].

У роботі більшості існуючих нині біосен-
сорів для визначення фруктози використо-
вують ензим фруктозодегідрогеназу (ФДГ)
та різні медіатори електронів. У роботах [8,
13] описано кілька варіантів ензимного
амперометричного біосенсора, створених
шляхом нанесення ФДГ, медіатора фероце-
ну та нафіону у складі целюлозоацетатної
мембрани на поверхню скловуглецевого
електрода з метою запобігання вимиванню
медіатора з мембрани. Автори [9] повідомля-
ють про амперометричний біосенсор для
визначення фруктози в зразках харчових
продуктів на основі ензиму ФДГ, включено-
го в карбонову пастову матрицю разом
з медіатором Os(bpy)2Cl. Є дані про метод
виготовлення амперометричного безмедіа-
торного біосенсора для визначення фрукто-
зи [10], в якому ФДГ іммобілізується вклю-
ченням в карбонову пасту, але з додатковим
покриттям шару ензиму діалізною мембра-
ною. Автори також відзначають вплив
аскорбінової кислоти на вимірювання фрук-
този. З’ясовано, що за значних концентрацій
аскорбінової кислоти в зразках (> 0,08 мМ)
такий вплив можна нівелювати, додатково
модифікуючи електрод аскорбатоксидазою.
У роботі [11] описано ензимний амперомет-
ричний біосенсор для визначення фруктози
в системі проточно-ін’єкційного аналізу.
Ензим ФДГ наносили на карбоновий пасто-
вий електрод у складі попередньо одержаної

суміші ФДГ і графітової пудри. Описано
також фруктозні амперометричні біосенсо-
ри [12], які одержували, абсорбуючи ФДГ
у графітовій матриці з медіаторами фери-
ціанідом або тетраціанохінодиметаном,
з подальшим утворенням тонкого непровід-
ного електрополімерного шару 1,3-фенілен-
діамін-резорцинолу. Проведено порівняння
двох різних процедур іммобілізації ФДГ
з метою створення амперометричного біо-
сенсора для визначення фруктози [14].
У першому методі ФДГ іммобілізували
в шарі поліпіролу на платиновому електроді
з фериціанідом калію як медіатором за допо-
могою електрополімеризації. За іншим
методом ФДГ іммобілізували на платиново-
му електроді ковалентним зв’язуванням
з ГА на шарі поліпіролу з фериціанідом.
Описано біосенсор для одночасного визна-
чення глюкози і фруктози, який було ство-
рено іммобілізацією суміші ГОД, ФДГ та
медіатора тетратіафулвалену методом попе-
речного зшивання з ГА на попередньо моди-
фікованому меркаптопропіоновою кислотою
золотому електроді [15]. Є повідомлення про
розроблення кількох варіантів біосенсора
для визначення фруктози з метою функціо-
нування у складі триканального амперомет-
ричного мультибіосенсора для визначення
глюкози, фруктози й етанолу [16]. Фруктозу
виявляють за допомогою ФДГ та одного
з трьох медіаторів: фероцену, 2-гексадека-
нону та фериціаніду, які іммобілізували
в складі графітової суспензії. У кожному
з трьох варіантів біосенсорів під час вимірю-
вання в реакційне середовище додавали
2 мМ фериціаніду калію. Біосенсор з феро-
ценом мав найширший лінійний діапазон
визначення, а біосенсор з 2-гексадеканоном
характеризувався вищою операційною ста-
більністю.

Попри велику кількість повідомлень про
розроблення амперометричних біосенсорів
для визначення фруктози, досі ще не було
налагоджено промислового випуску жодної
такої системи. Можливо, на заваді цьому
стоїть низка недоліків амперометричних
біосенсорів, зокрема використання техноло-
гічно складного й дорогого електроду порів-
няння та інтерферуючий вплив електроак-
тивних речовин унаслідок окиснення їх на
електроді, чого не відбувається під час робо-
ти з кондуктометричними біосенсорами. До
того ж кондуктомеричні біосенсори завдяки
недорогій сучасній тонкоплівчастій техно-
логії виготовлення можуть суттєво мініатю-
ризуватися, що зробить їх використання ще
зручнішим [18].
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Матеріали і методи

Матеріали. У дослідженнях використо-
вували ліофілізований ензим фруктозодегід-
рогенази (EC 1.1.99.11) з Gluconobacter sp.
активністю 148 од. акт./мг фірми Sigma-
Ald rich Chemie. Сироватковий альбумін бика
(БСА) (V фракція), 50%-й водний розчин
глутарового альдегіду (ГА) — фірми Sigma-
Aldrich Chemie, фруктозу одержали від фір ми
Fluka. Інші неорганічні сполуки, за сто -
совувані в роботі, були вітчизняного ви роб -
ництва зі ступенем чистоти «х. ч.» і «ч. д. а.».

Для дослідження застосовували кондук-
тометричні перетворювачі, виготовлені згід-
но з нашими рекомендаціями в Інституті
фізики напівпровідників ім. В. Є. Лашка -
рьо ва НАН України (Київ). Вони мають
розмір 5×30 мм і складаються з двох іден-
тичних пар золотих гребінчастих електро-
дів, виготовлених вакуумним напиленням
золота на основу із ситалу (рис. 1). Чутлива
поверхня кожної пари електродів становила
близько 1,5 мм2. Відстань між пальцями гре-
бінок та ширина самих пальців — 20 мкм. 

Приготування біоселективних мем-
бран. З метою іммобілізації ФДГ на повер-
хні перетворювача використовували метод
поперечного зшивання глутаровим альдегі-
дом. Розчин для створення активної мембра-
ни містив 10% фруктозодегідрогенази, 5%
БСА та 20% гліцеролу в 20мМ фосфатному
буферному розчині, pH 7,0. Розчин для
референтної мембрани складався з тих
самих компонентів, за винятком ензиму
ФДГ, який було замінено на аналогічну
кількість БСА, кінцева концентрація якого
становила 15%. Таким чином, вміст протеї-
ну в розчинах для приготування активної та
референтної мембран був однаковим. Перед
нанесенням на відповідні пари електродів
кожен із цих розчинів окремо змішували
з 1%-м водним розчином глутарового альде-
гіду у співвідношенні 1:1. Нанесення розчи-
нів для активної мембрани та мембрани
порівняння на відповідні пари електродів
проводили мікропіпеткою Eppendorf. Для
завершення іммобілізації перетворювачі

з нанесеними на їхню поверхню розчинами
витримували при температурі 24 °С протя-
гом 20 хв. На наступному етапі електроди з
іммобілізованими біоселективними мембра-
нами витримували за помірного перемішу-
вання у 7,5 мМ цитратфосфатному буферно-
му розчині, pH 5,0, протягом 10 хв, щоб
видалити надлишок ГА.

Установка для досліджень. Для вимі-
рювання залежності зміни провідності
в при електродному шарі кондуктометрич-
ного перетворювача від концентрації фрук -
то зи в розчині було використано вимірю-
вальну установку (рис. 2).

З низькочастотного генератора сигналів
Г3-118 (Україна) змінна напруга з частотою
100 кГц та амплітудою 10 мВ подається на
диференційну пару гребінчастих електро-
дів, які з біоселективними мембранами
занурюються в робочу комірку з буферним
розчином. Отриманий на електродах біосен-
сора сигнал знімається з опорів навантажен-
ня Rн = 1 кОм і через диференційний підси-
лювач Unipan-233-6 (Польща) надходить на
селективний фазочутливий нановольтметр
Unipan-232-В (Польща). Після нановоль-
тметра цей сигнал надходить на реєстру-
вальний пристрій.

Методика вимірювань. Вимірювання
здійснювали у цитратфосфатному буферно-
му розчині різних молярностей, за різних
значень pH, при кімнатній температурі
(24–25 °С) у відкритій комірці з інтенсивним

Рис. 1. Зовнішній вигляд кондуктометричного
планарного гребінчастого перетворювача

Рис. 2. Схема установки для проведення
кондуктометричних вимірювань:

1 — генератор сигналів; 2 — дві пари електродів
з активною та референтною мембранами; 3 —
опори навантаження; 4 — диференційний
підсилювач; 5 — нановольтметр; 6 — реєстру -
вальний пристрій; 7 — магнітний перемішувач;
8 — робоча комірка з буферним розчином (2 мл)
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перемішуванням. Щоб одержати стабільний
початковий сигнал (базову лінію), кондукто-
метричний біосенсор деякий час витримували
в суміші буферного розчину та фериціаніду
калію, який у певній концентрації до давали
в робочу комірку щоразу перед внесенням
досліджуваного зразка. Далі одержували
відгук на внесення в комірку певної алікво-
ти стандартного концентрованого розчину
фруктози. Застосовуваний у роботі диферен-
ційний режим вимірювань підвищував чут-
ливість біосенсора завдяки мінімізації
шумів та сторонніх неспецифічних сигна-
лів, які виникають через коливання темпе-
ратури, pH середовища, напруги в мережі.

Результати та обговорення

В основі роботи кондуктометричного біо-
сенсора для визначення фруктози лежить
ензиматична реакція, що відбувається за
участю медіатора електронів фериціаніду
калію:

Фруктозодегідрогеназа каталізує окис-
нення фруктози до 5-кето-D-фруктози (1),
переходячи при цьому у відновлений стан
(2). Зворотне окиснення відновленої фрукто-
зодегідрогенази здійснюється за допомогою
електронного медіатора фериціаніду калію
K3[Fe(CN)6], який слугує акцептором елек-
тронів. У результаті такого ензиматичного
медіаторного процесу утворюється відновле-
ний фероціанід [Fe(CN)6]4– та протони (3),

унаслідок чого відбувається зміна провід-
ності розчину, що є пропорційною концен-
трації фруктози, яку реєструють за допомо-
гою кондуктометричного біосенсора [19]. 

Робота кондуктометричного біосенсора
для визначення фруктози істотно залежить
від концентрації фериціаніду калію, адже
у цій системі він виконує роль медіатора
електронів. Аби перевірити, як концентрація
фериціаніду калію впливає на чутливість
фруктозного біосенсора, проводили серію
вимірювань, за яких до вимірювальної
комірки з робочим буферним розчином  вно-
сили різні концентрації фериціаніду калію
(0,5; 2; 5; 10 мМ), після чого одержували від-
гуки біосенсора на додавання фруктози.

Для підтвердження одержаних результа-
тів експеримент повторювали для двох кон-
центрацій фруктози (0,25 та 0,5 мМ), що
знаходяться в лінійному діапазоні роботи
біосенсора. За концентрації фериціаніду 0,5 мМ
спостерігали дуже низькі відгуки на внесення
фруктози, що може пояснюватися недо -
статнім надходженням фериціаніду в біосе-
лективну мембрану, внаслідок чого ензима -
тич ні та дифузійні процеси у мембрані
від буваються повільніше, ніж у разі викорис-
тання 2 мМ фериціаніду, за якого відгуки на
фруктозу були максимальними. Поступове
збільшення концентрації фериціаніду калію
до 10 мМ призводить до зниження сигналу
біосенсора, оскільки це зумовлює підвищен-
ня фонової провідності розчину, внаслідок
чого чутливість кондуктометричних біосен-
сорів зменшується.

В основі кондуктометричного методу, як
відомо, лежить вимірювання зміни провід-
ності аналізованого розчину. Зміна провід-
ності може залежати як від самої ензима-
тичної реакції, так і від характеристик
розчину, в якому ця реакція відбувається.
Тому в наступному експерименті досліджу-
вали вплив концентрації робочого буферно-
го розчину на величину відгуку біосенсора
на основі ФДГ. На рис. 4 показано залеж-
ність величин відгуків біосенсора від кон-
центрації фруктози у буферних розчинах
з різними буферними ємностями розчину
(калібрувальні графіки). Аналізуючи отри-
мані калібрувальні криві, встановили, що зі
зміною концентрації буферного розчину
певною мірою змінюються величини відгуків
біосенсора та лінійний діапазон визначення
фруктози. Чутливість кондуктометричного
біосенсора щодо наявності фруктози вияви-
лася найбільшою у 7,5 мМ цитратфосфатно-
му буферному розчині, pH 5,0. Але в цьому
разі біосенсор показував лінійну залежність

Рис. 3. Графіки залежності відгуків фруктозного
біосенсора на внесення 0,25 мМ фруктози (1) та

0,5 мМ фруктози (2) від концентрації
фериціаніду калію у вимірю вальній комірці:

вимірювання проводили у 7,5 мМ цитрат фос фат -
ному буферному розчині, pH 5,0
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величини відгуку від концентрації фрукто-
зи до 1,5 мМ. Під час роботи біосенсора
в 15 мМ цитратфосфатному буферному роз-
чині лінійний діапазон визначення фрукто-
зи був дещо ширшим. У 60 мМ буфері чут-
ливість біосенсора щодо субстрату суттєво
знижувалась, але при цьому лінійний діапа-
зон збільшився до 2 мМ. Тому, використо-
вуючи для проведення аналізу буферні роз-
чини різної концентрації, можна
отримувати різні діапазони роботи біосенсо-
ра з різною чутливістю, що дає змогу адап-
тувати його роботу до конкретних приклад-
них завдань.

Однією з найважливіших характеристик
будь-якого біосенсора є відтворюваність
його сигналів упродовж роботи. Тому було
проведено низку дослідів з перевірки відтво-
рюваності сигналів фруктозного кондукто-
метричного біосенсора (рис. 5). Для цього
багаторазово одержували відгук біосенсора,
додаючи 0,5 мМ стандартного розчину фрук-
този до вимірювальної комірки з робочим
буферним розчином у присутності 2 мМ
фериціаніду калію. Таку процедуру повто-
рювали протягом робочого дня через кожні
15 хв, здійснюючи дворазове промивання
біосенсорів робочим буферним розчином
між усіма вимірюваннями. Як випливає з
графіка, біосенсор для визначення фруктози
характеризувався високою відтворюваністю
сигналу, відносне стандартне відхилення
результатів становило 3,0%.

Проведення кількісного аналізу реаль-
них зразків на вміст фруктози за допомогою
розробленого біосенсора є можливим за від-
сутності значного впливу з боку інтерферую-

чих речовин (інших сахаридів), що можуть
міститись у досліджуваних зразках, оскіль-
ки це негативним чином позначиться на точ-
ності аналізу. Для випробовування селек-
тивності фруктозного біосенсора в робочу
комірку із 7,5 мМ цитратфосфатним буфер-
ним розчином, pH 5,0, та 2 мМ фериціанідом
калію вносили різні потенційні інтерферую-
чі компоненти в кількості 0,5 мМ. Одержані
результати з перевірки селективності наве-
дено в таблиці. Відгуки біосенсора розрахо-
вували у відсотках (за 100% було взято від-
гук біосенсора на 0,5 мМ фруктози).

Згідно з отриманими даними біосенсор
для визначення фруктози не дає відгуку на
жодну з досліджуваних речовин. Це свід-
чить про високу специфічність розробленого
біосенсора до фруктози, а отже й можливість
його застосування без попередньої обробки
реального зразка.

З урахуванням результатів, отриманих в
експериментах з підбору оптимальних умов

Рис. 4. Графіки залежності величин відгуків
фруктозного біосенсора від концентрації

фруктози, одержані у 7,5 мМ (1), 15 мМ (2) 
та 60 мМ (3) цитратфосфатному буферному

розчині, pH 5,0:
концентрація фериціаніду калію у вимірюваль -
ній комірці — 2 мМ 
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2

Рис. 5. Відтворюваність сигналів фруктозного
кондуктометричного біосенсора з додаванням

0,5 мМ фруктози:
вимірювання проводили у 7,5 мМ цитратфосфат -
ному буферному розчині, pH 5,0, у присутності
2 мМ фериціаніду калію

Селективність біосенсора 
для визначення фруктози

0,5 мМ субстанції Відносний відгук біосенсора,
%

Фруктоза 100

Арабіноза 0

Галактоза 0

Маноза 0

Глюкоза 0

Сахароза 0

Мальтоза 0

Лактоза 0

Сорбіт 0
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роботи біосенсора, одержали калібрувальний
графік залежності величини відгуків біосен-
сора від концентрації фруктози (рис. 6). 

Мінімальна концентрація фруктози, яку
можна було визначити біосенсором, стано-

вила 0,05 мМ фруктози (відношення сигна-
лу до шуму не менше 3). Лінійну залежність
між концентрацією фруктози, яку додавали

в робочу комірку, та відгуком розробленого
кондуктометричного біосенсора спостеріга-
ли до 1,75 мМ фруктози.

Отже, створено кондуктометричний біо-
сенсор для визначення фруктози на основі
ензиму фруктозодегідрогенази та досліджено
його головні аналітичні характеристики.
Підібрано оптимальну концентрацію фериціа -
ніду калію для функціонування біосенсора —
2 мМ. Встановлено, що зі збільшенням кон-
центрації цитратфосфатного буферного розчину
чутливість біосенсора знижується, водночас
розширюється лінійний діапазон визначен-
ня фруктози. Лінійний діапазон роботи біо-
сенсора становить від 0,05 мМ до 1,75 мМ
фруктози. Розроблений біосенсор характе-
ризується високою відтворюваністю сигналів
та селективністю до фруктози. Таким чином,
цей кондуктометричний біосенсор можна за -
сто совувати для моніторингу вмісту фруктози в
харчових продуктах та в медичній діагностиці.

Роботу виконано за фінансової підтримки
НАН України в рамках комплексної науково-
технічної програми «Сенсорні прилади для
медико-екологічних та промислово-техноло-
гічних потреб: метрологічне забез печення та
дослідна експлаутація».

Рис. 6. Калібрувальна крива біосенсора для
визначення концентрації фруктози:

вимірювання проводили у 7,5 мМ цитратфосфат -
ному буферному розчині, pH 5,0, у присутності
2мМ фериціаніду калію

ЛІТЕРАТУРА

1. Дорохович В. Фруктоза имеет наибольшую
сладость среди заменителей сахара //
Хлібопек. кондитер. пром. України. —
2011. — № 1. — С. 38–39.

2. Barclay T., Ginic-Markovic M., Cooper P. D.,
Petrovsky N. The chemistry and sources of
fructose and their effect on its utility and
health implications // J. Excip. Food Chem. —
2012. — N 3. — P. 67–81.

3. Строкова Т. В., Журкова Н. В., Павлов -
ская Е. В., Каганов Б. С. Наследственные
метаболические болезни печени: 1. Нару ше -
ния метаболизма углеводов; 2. Лизосомные
болезни накопления // Вопр.  практ. педи-
атр.  — 2009. — Т. 4, № 5. — С. 28–37.

4. Guler A., Bakan A., Nisbet C., Yavuz O.
Determination of important biochemical pro-
perties of honey to discriminate pure and
adulterated honey with sucrose (Saccharum
officinarum L.) syrup // Food Chem. — 2007. —
V. 105, N 3. — P. 1119–1125.

5. Lu J., Chen F., Xu H. et al. Standardization
and quality control for determination of  fruc-
tose in seminal plasma // J. Androl. — 2007. —
V. 28, N 2. –P. 207–213.

6. Anderson R., Reddy J. M. Jr., Oswald C.,
Zaneveld L. J. D. Enzymic determination of

fructose in seminal plasma by initial rate
analysis // Clin. Chem. — 1979. — V. 25,
N 10. — P. 1780–1782.

7. Birch G.G. Methods of carbohydrate analysis
// Asean J. Sci. Technol.  development. —
1985. — N 1. — P. 88–97.

8. Tkac J., Vostiar I., Gemeiner P., Strudik E.
Stabilization of ferrocene leakage by physi-
cal retention in a cellulose acetate membra-
ne. The fructose biosensor // Bioelectro -
chemistry. — 2002. — V. 55. — P. 149–151.

9. Parades P. A., Parellada J., Fernandez V. M.
et al. Amperometric mediated carbon paste
biosensor based on D-fructose dehydrogena-
se for the determination of fructose in food
analysis // Biosens. Bioelectron. — 1997. —
V. 12, N 12. — P. 1233–1243.

10. Ikeada T., Matsushita F., Senda M.
Amperometric fructose sensor based on
direct bioelectrocatalysis // Ibid. — 1991. —
V. 6. — P. 299–304.

11. Parellada J., Dominguez E., Fernandez V. M.
Amperometric flow injection determination
of fructose in honey with a carbon paste sen-
sor based on fructose dehydrogenase // Anal.
Chim. Acta. — 1996. — V. 330. — P. 71–77.

12. Bassi A. S., Lee E., Zhu J.-X. Carbon paste
mediated, amperometric, thin film biosen-
sors for fructose monitoring in honey // Food



BIOTECHNOLOGIA ACTA, V. 6, No3, 2013

52

Res. Intern. — 1998. — V. 31, N 2. —
P. 19–127.

13. Tkac J., Vostiar I., Gemeiner P. et al. Fructose
biosensor based on D-fructose dehydrogena-
se immobilized on a ferrocene-embedded cel-
lulose acetate membrane // Anal. Chim.
Acta. — 2001. — V. 439, N 1. — P. 39–46.

14. Garcia C. A. B., Neto G., Kubota L. T. New
fructose biosensors utilizing a polypyrrole
film and D-frucrose 5-dehydrogenase immo-
bilized by different processes // Ibid. —
1998. — V. 374. — P. 201–208.

15. Campuzano S., Loaiza O., Pedrero M. et al.
An integrated bienzyme glucose oxida -
se–fructose dehydrogenase–tetrathiafulva-
lene–3–mercaptopropionic acid–gold elec-
trode for the simultaneous determination of
glucose and fructose // Bioelectrochemistry. —
2004. — V. 63. — P. 199–206.

16. Miertus S., Katrlik j., Pizzariello A. et al.
Amperometric biosensors based on solid bin-
ding matrices applied in food quality monito-
ring // Biosens. Bioelectron. — 1998. —
V. 13. — P. 911–923.

17. Held M., Schuhmann W., Jahreis K.,
Schmidt H. L. Microbial biosensor array with
transport mutants of Escherichia coli K12
for the simultaneous determination of mono-
and disaccharides // Ibid. — 2002. — V. 17.–
P. 1089–1094.

18. Kissinger P. T. Biosensors — a perspective //
Ibid. — 2005. — V. 20. — P. 2512–2516.

19. Trivedi U. B., Lakshminarayana D., Kothari I. L.
et al. Amperometric fructose biosensor based
on fructose dehydrogenase enzyme // Sens.
Act.  B. — 2009. — V. 136. — P. 45–51.

ЭНЗИМНЫЙ 
КОНДУКТОМЕТРИЧЕСКИЙ БИОСЕНСОР

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФРУКТОЗЫ

А. Е. Дудченко1, 2, В. Н. Пешкова1, 
А. А. Солдаткин1, А. П. Солдаткин1, 2, 

С. В. Дзядевич1, 2
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Разработан кондуктометрический био-
сенсор для определения фруктозы, функциони-
рующий на основе энзима фруктозодегидроге-
назы и медиатора электронов феррицианида
калия. Энзим был коиммобилизован вместе
с бычьим сывороточным альбумином на
поверхности кондуктометрического преобразо-
вателя методом поперечной сшивки с глутаро-
вым альдегидом. Подобраны оптимальные
условия работы биосенсора. Исследована зави-
симость его функционирования от концентра-
ции рабочего буферного раствора и концентра-
ции в нем медиатора электронов феррицианида
калия. Биосенсор обладал высокой воспроизво-
димостью сигналов и селективностью относи-
тельно фруктозы. Показано, что разработан-
ный кондуктометрический биосенсор можно
применять для мониторинга содержания фрук-
тозы в пищевых продуктах, а также в меди-
цинской диагностике.

Ключевые слова: кондуктометрический био -
сен сор, фруктоза, фруктозодегидрогеназа,
ферри цианид калия.

ENZYME CONDUCTOMETRIC BIOSENSOR
FOR FRUCTOSE DETERMINATION
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The conductometric biosensor for fructose
determination based on fructose dehydrogenase
and potassium ferricyanide mediator as electron
acceptor has been developed. The enzyme was
immobilized on a surface of the conductometric
transducer together with bovine serum albumin
using crosslinking with glutaraldehyde. Wor -
king conditions of the discribed fructose biosen-
sor were optimized. The results concerning
influence of the buffer solution concentration
and potassium ferricyanide concentration on the
biosensor performance are given. The fructose
biosensor is characterized by high signal repro-
ducibility and selectivity to fructose. The devel-
oped conductometric biosensor can be success-
fully used for fructose monitoring in the
procedures of food and clinical diagnostic.

Key words: conductometric biosensor, fructose,
fructose dehydrogenase, potassium ferri -
cyanide.
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Незважаючи на значний прогрес у галузі
біології та молекулярної генетики пухлин, а
також діагностики і профілактики онколо-
гічних захворювань проблему лікування
раку ще не вирішено. Головними перешко-
дами є пізнє діагностування пухлини, не -
адекватні стратегії боротьби з метастазами,
швидкий розвиток резистентності пухлин
до хіміотерапевтичних препаратів, а також
негативні побічні ефекти, характерні для дії
більшості з них. Встановлено, що упродовж
одного року застосування хіміотерапевтич-
ного лікування хворих на рак від третини до
половини клітин пухлин набувають резис-
тентності до первинної цитотоксичної дії
різних протипухлинних препаратів [1].
Одним із головних механізмів, що лежать в

основі цього явища, є функціонування сис-
тем мембранного транспорту клітини, які
можуть забезпечувати множинну стійкість
до ліків (MDR — multidrug resistance) [2].
Тому розроблення нових ліків, здатних
діяти на ці клітини з резистентністю до най-
більш вживаних протипухлинних препара-
тів (зокрема доксорубіцину, цисплатину,
вінкристину, таксолу), а також різноманіт-
них систем (наночастинки, міцелярні полі-
мери тощо) адресного доставлення цих пре-
паратів є пріоритетними завданнями
біотехнології та фармацевтичної промисло-
вості.

Нові нанорозмірні багатофункціональні
носії протипухлинних препаратів виклика-
ють навіть більше зацікавлення, ніж самі ці
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Одним із головних завдань сучасної біофармацевтики є  розроблення  нових нанорозмірних носіїв
з низькою токсичністю, заданим розміром, регульованим відгуком на локальні та віддалені впливи,
можливостями візуалізації дії ліків і результатів діагностики. У цій роботі використовували новий оліго-
мерний носій ВА-МАНГ-МП для доставлення протипухлинного препарату доксорубіцину в пухлинні клі-
тини різних ліній. Синтезований олігомерний носій було додатково функціоналізовано фосфатидилхолі-
ном. Показано, що таке доставлення доксорубіцину до клітин-мішеней дає змогу знизити його діючу
цитотоксичну дозу в 10 разів порівняно з дозою вільного доксорубіцину за збереження однакового за рівнем
антинеопластичного ефекту. Цей дозовий ефект було продемонстровано як in vitro на різних пухлинних
клітинах ссавців, так й in vivo на мишах з експериментальною лімфомою NK/Ly. Дія іммобілізованого
доксорубіцину супроводжувалась інтенсивнішим, ніж за дії вільного доксорубіцину, утво ренням вези-
кул на поверхні клітин-мішеней in vitro та міжнуклеосомною фрагментацією їхньої ДНК, а також вищою
часткою мертвих клітин в асцитній рідині мишей із лімфомою NK/Ly, яким уводили препарат. 

Отже, синтезований нанорозмірний носій на основі олігоелектролітів є перспективною системою для
доставлення протипухлинних препаратів у клітини-мішені.
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препарати природного чи синтетичного
походження, що мають достатньо високий
антинеопластичний потенціал. Особливий
інтерес становлять біосумісні та біодеграда-
бельні полімери, що утворюють нанорозмір-
ні частинки, мають достатньо високу ста-
більність в організмі, низьку токсичність,
адекватний гідрофільно-гідрофобний баланс
і завдяки своїй унікальній хімічній структу-
рі можуть бути додатково функціоналізова-
ні для підвищення адресності доставлення
іммобілізованих на них ліків до специфіч-
них клітин-мішеней і біомолекул. Вико рис -
тання таких нанорозмірних носіїв уможлив-
лює суттєве зниження дози лікарського
препарату, що є необхідною для досягнення
біологічної дії. 

Цьому сприяє й ефект посиленої проник-
ності та затримки (enhanced permeability and
retention (EPR) effect) ліків в організмі хво-
рого на рак [3]. Його суть полягає в тому, що
час затримки в пухлині протипухлинного
препарату, іммобілізованого на наночастин-
ці, є суттєво більшим, ніж час затримки
вільного препарату, який швидко виводить-
ся з організму і тому перестає діяти.
Полегшеному надходженню наночастинок,
навантажених лікувальним препаратом,
у пухлину сприяють також особливості
будови стінки кровоносних судин поблизу
пухлини, що є менш щільними порівняно зі
стінкою судин у нормальній тканині чи
органі [3]. Отже, завдяки EPR ефективність
дії протипухлинного препарату, введеного в
організм у складі наночастинки, є істотно
вищим, ніж ефективність цього самого пре-
парату у вільному стані. 

Відомим нанокомпозитом (діаметр час-
тинки – 100 нм), який вже використовують
у клініці для доставлення протипухлинного
препарату, є доксил (Doxil), що являє собою
функціоналізовану поліетиленгліколем
ліпосому з інкапсульованим доксорубіци-
ном [4]. У літературі описано низку синте-
тичних полімерів, які суттєво посилювали
біологічну дію доксорубіцину in vitro та in
vivo [4, 5]. Однак недоліком як доксилу, так
і описаних полімерних носіїв є складність
подальшої функціоналізації ліпосом для
підвищення адресності дії інкапсульованого
протипухлинного препарату. Крім того,
багато з описаних полімерних наноносіїв
самі є досить токсичними, що гальмує швид-
ке впровадження їх у клінічну практику. 

У роботі описано використання нових
біосумісних функціональних олігоелектро-
літів, розміри, реакційна здатність і фун-
кціональні властивості яких можуть бути

керованими й адаптованими для доставлен-
ня лікарських препаратів. Показано, що
іммобілізація доксорубіцину на синтезова-
ному нанорозмірному носієві суттєво підси-
лює антинеопластичну дію останнього як in
vitro, так й in vivo. Проаналізовано деякі
механізми, що можуть лежати в основі тако-
го підсилення дії доксорубіцину. 

Матеріали і методи

Створення олігомерних носіїв як систе-
ми доставлення лікарських препаратів.
Олігоелектролітний носій (далі ОеН), який
застосовували в цій роботі, було розроблено
і синтезовано науково-дослідною групою
кафедри органічної хімії Національного уні-
верситету «Львівська політехніка» під
керівництвом к. х. н. О. С. Заіченка [6]. Він
є коолігомером вінілацетату (ВА) та малеї-
нового ангідриду (МАНГ) із кінцевим фраг-
ментом 1-ізопропіл-4-[1-(трет-бутилперок-
си)-1-метилетил]бензену (монопероксин,
МП) і одержаний радикальною полімериза-
цією в середовищі етилацетату при 70 °С,
ініційованою N,N'-азоізобутиронітрилом.
На рис. 1 показано загальну структуру вико-
ристаного у цій роботі. 

Синтезований олігоелектроліт характе-
ризується низькою (Mn = 3500–6300 г/моль)
молекулярною масою і вузьким молекуляр-
но-масовим розподілом, розчинний у воді
та полярних органічних розчинниках.
Завдяки наявності в молекулі гідрофобного
фрагмента монопероксину цей олігоелек-
троліт у водних розчинах утворює надмоле-
кулярні міцелоподібні структури (ККМ =
0,98–3,77 ммоль/л).

Для функціоналізації синтезованого оліго -
електроліту в органічному розчиннику роз-
чиняли фосфатидилхолін, оліго(ВА-МАНГ-МП)
і лікарську субстанцію (в даному разі –
доксорубіцин). Одержаний розчин (концен-
трація лікарського препарату становить
10–3–10–4 моль/л) додавали, перемішуючи,
до водного розчину 0,9%-го хлориду натрію
(фізіологічний розчин).

Рис. 1. Схематична структура 
синтезованого олігоелектролітного носія
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З метою запобігання агломерації моле-
кул функціоналізованого олігоелектроліту,
а також для підвищення його проникності
крізь плазматичну мембрану клітини нами
створено високодисперсні системи, які скла-
даються з нанорозмірних частинок, утворених
кон’югатами олігоелектроліт–доксорубі-
цин. Спосіб їх отримання полягає у ви -
користанні фосфоліпіду (фосфатидилхолін)
як додаткового гідрофобного стабілізатора і
модифікатора поверхні наночастинок. Це не
лише дає змогу уникнути агломерації
кон’югатів у системі, а й забезпечує полег-
шення їх ендоцитозу крізь клітинну фосфо-
ліпідну мембрану внаслідок спорідненості
останньої до поверхні нанорозмірних носіїв.
Водну емульсію наночастинок з доксорубі-
цином диспергували ультразвуком протя-
гом 30 с і одержували частинки розміром
близько 170 нм (рис. 2).

Про утворення досить міцних комплек-
сів олігоелектроліт–доксорубіцин свідчать
результати тонкошарової хроматографії, які
не виявили незв’язаного доксорубіцину
в системі. На користь цього свідчать також
результати аналізу УФ-спектрів кон’югату.
Утворення кон’югату може відбуватися
в результаті взаємодії карбоксильних груп
носія з аміногрупою доксорубіцину, що не
спряжена з хромофором і утворює з носієм
комплекс сольового типу.

Клітини та їх культивування. У дослі-
дах використовували клітини лінії L1210
гострого лейкозу миші та трансформовані
мишачі фібробласти лінії L929 (одержані
з колекції Інституту експериментальної па -
то логії, онкології та радіобіології ім. Р. Є. Ка -
вецького НАН України, Київ). Клітини
культивували в середовищі Ігла у модифіка-
ції Дульбекко (ДМЕМ, Sigma) із додаванням
10% сироватки крові ембріонів великої
рогатої худоби ( Sigma). Клітини вирощува-

ли в СО2-інкубаторі при температурі 37 °С,
концентрації СО2 5% і відносній вологості
95%. Пересів клітин проводили у співвідно-
шенні 1:5 через 2–3 дні. 

Дія доксорубіцину та його комплексу
з олігомерним носієм. Для порівняння дії
вільного доксорубіцину, доксорубіцину на
носієві та вільного носія концентрацію про-
типухлинного препарату розраховували за
вмістом доксорубіцину. У комплексі, який
використовували для дослідження анти-
неопластичної дії іммобілізованого доксору-
біцину, співвідношення носія до препарату
становило 30:1. Застосовували доксорубі-
цин (вільний або іммобілізований на носієві)
у концентраціях 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5
і 1 мкг/мл. Вільний носій вносили у 30 разів
вищій концентрації, що відповідало кіль-
кості носія у його комплексах із доксорубі-
цином. Ефективність дії досліджуваних
речовин визначали за динамікою кількості
клітин відносно приросту в контролі (кліти-
ни без додавання препаратів, 100%).

Експериментальні моделі. Штам лімфоми
NK/Ly було надано к. б. н. О. Ю. При дат ко
з колекції пухлин, перещеплюваних на тва-
ринах в Інституті експериментальної пато-
логії, онкології і радіобіології ім. Р. Є. Ка -
вець кого НАН України (Київ). Штам
перещеплювали на мишах лінії BALB/C
шляхом доочеревинного введення 0,2 мл
асцитної рідини з пухлинними клітинами.
Тривалість росту асцитної пухлини станови-
ла 5–7 днів, а середня тривалість життя тва-
рини-пухлиноносія без препарату — 25 днів.
Ріст пухлин контролювали щоденним зва-
жуванням тварин.

Досліджувані препарати розчиняли в 0,5 мл
стерильного фізіологічного розчину і вводи-
ли мишам доочеревинно. Уведення ліку-
вальних препаратів здійснювали щодня 
протягом 8 днів за стандартною схемою лі -
кування лімфом у експериментальних
мишей. Спостереження за тваринами і їх
зважування проводили до загибелі або
повного одужання.

Експерименти на тваринах було проведе-
но згідно з вимогами Європейської конвенції
про захист хребетних тварин (13 листопада
1987 р.) і Законом України «Про захист тва-
рин від жорстокого поводження» (28 берез-
ня 2006 р.).

Визначення цитотоксичної дії досліджу-
ваних речовин. Клітини лінії L929 висівали
у 24-лункові пластикові планшети (Costar,
США) в середовищі ДМЕМ за присутності
10%-сироватки крові ембріонів великої
рогатої худоби. Через 24 год додавали

Рис. 2. Люмінесценція системи 
оліго(ВА-МАНГ-МП) з доксорубіцином
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досліджувану речовину в різних концентра-
ціях. Клітини лінії L1210 висівали у 96- або
24-лункові планшети. Досліджувану речо-
вину в різних концентраціях додавали від-
разу після висівання клітин. Підрахунок
кількості клітин здійснювали через певні
проміжки часу в гемоцитометричній камері
Горяєва. Для підрахунку кількості мертвих
клітин використовували трипановий синій
у кінцевій концентрації 0,01% через 2 хв
після його додавання до суспензії клітин.

Флуоресцентна мікроскопія. Використо -
ву вали мікроскопи Мікмед-2-12 (ЛОМО,
РФ) і Люмам-2Р (ЛОМО, РФ) для одержання
цитоморфологічних фотографій після фар-
бування клітин флуоресцентними барвника-
ми Hoechst 33342, пропідію йодидом і акри-
диновим оранжевим [6].

Виділення ДНК клітин та її електрофо-
рез у гелі агарози. ДНК виділяли з культивова-
них клітин, як описано [7]. Для цього збирали
клітини, двічі промивали їх охолодженим
забуференим фізрозчином (ЗФР) й осаджу-
вали у мікропробірках Еппендорф центри-
фугуванням протягом 6 хв при 1 500 об/хв.
До осаду клітин додавали лізувальний буфер
(20 мМ етилендіамінтетраацетат Na – ЕDTA,
Serva, Німеччина), 50 мМ Трис-HCl, pH 7,5,
який містив 1% NP-40 (Sigma, США) і обе-
режно ресуспендували протягом 10 с на льо-
дяній бані. Лізувальний буфер додавали
з роз рахунку 10 мкл на 106 клітин. Далі
проби центрифугували протягом 5 хв при
5 000 обер тів за 1 хв. Надосадову рідину від-
бирали в чисту пробірку, а осад ще раз ресус-
пендували в лізувальному буфері та центри-
фугували упродовж 5 хв при 5 000 об/хв.
Надосадові рідини об’єднували і додавали до
них 10% SDS (Sigma, США) до кінцевої кон-
центрації 1% та РНКазу А (Sigma, США),
розчинену в буфері ТЕ (20 мМ  ЕDTA Na,
Serva, Німеччина), 50 мМ Трис-HCl, pH 7,5,
до кінцевої концентрації 5 мг/мл та інкубу-
вали 2 год при 56 °С. Потім додавали протеї-
назу К (Sigma, США) до кінцевої концентрації
2,5 мг/мл та інкубували 2 год при 37 °С. Після
інкубації до зразків додавали 1/2 об’єму від
загального у пробі 10 М ацетату амонію
(Sigma, США) і перемішували з 2 об’ємами
(від загального у пробі) охолодженого ізо -
про па нолу. Зразки залишали на ніч при
–20 °С. ДНК осаджували центрифугуванням
протягом 20 хв при 13 000 об/хв, надосадову
рідину відкидали, осад промивали 80%-м
етиловим спиртом і розчиняли у буфері ТЕ
з розрахунку 5–10 мкл на 1 млн. клітин.

Перед проведенням електрофорезу до
зразків ДНК додавали буфер для нанесення

(кінцева концентрація: 7% (w/v) сахароза,
0,04% бромфеноловий синій). Зразки вноси-
ли в гель з розрахунку ДНК із 5–6 млн. клі-
тин на лунку. ДНК фракціонували електро-
форезом в 1% (w/v) гелі агарози (Serva, США),
використовуючи трис-ацетатний електрод-
ний буфер (буфер ТАЕ: 0,04 М трис-ацетат,
рН 8,0, 0,001 М EDTA). Напруга під час
електрофорезу становила 5 В/см. Для вияв-
лення ДНК до електродного буфера додава-
ли етидію бромід (кінцева концентрація
2 мкг/мл). Зони ДНК виявляли за їх свічен-
ням в ультрафіолетовому світлі і фотографу-
вали через оранжевий світлофільтр цифро-
вою камерою Olympus C4000.

Статистична обробка результатів. Усі
досліди на клітинах повторювали тричі
з трьома паралельними експериментами
в кожному варіанті. Кожна точка графіків,
наведених на рисунках, та ордината діаграм
відповідає середньому значенню М, розрахо-
ваному за результатами трьох вимірювань
в одному з кількох однотипних експеримен-
тів. Середню квадратичну похибку s отри-
маного результату вираховували за величи-
ною середньої похибки m [7]. На рисунках
вона позначена біля кожної точки верти-
кальною лінією, довжина якої відповідає
величині s. Порівняння двох мінливих
величин здійснювали на основі показника
вірогідності різниці t (критерій Стьюдента).
Відмінність між величинами вважали досто-
вірною, коли ймовірність різниці Р була
меншою за 0,05.

Результати та обговорення

Як видно з рис. 3, вільний олігоелектро-
літний носій, що не містить іммобілізовано-
го доксорубіцину, не має суттєвого негатив-
ного впливу на ріст клітин лінії L1210
лейкозу миші. Це свідчить про його низьку
токсичність щодо клітин досліджуваної
лінії. Навіть у великих дозах (30 мкг/мл, що
відповідає дозі носія з іммобілізованим
доксорубіцином у високій концентрації
1 мкг/мл) вільний носій через 48 год істотно
не знижував приріст клітин порівняно
з контролем.

За дії комплексу ОеН-Докс на клітини
лінії L1210 виявлено значне зменшення
приросту клітин відносно контролю, що
було найбільш вираженим на 48-му год
інкубації. У концентрації 0,005 мкг/мл
доксорубіцин, іммобілізований на ОеН, діяв
подібно до вільної форми цього препарату
в концентрації, що була на 2 порядки вища —
0,5 мкг/мл.
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У разі використання іншої лінії клітин –
трансформованих фібробластів миші L929
для дослідження антинеопластичної дії
вільного та іммобілізованого доксорубіцину
останній вживали в концентрації 0,01; 0,1;
1 мкг/мл. Вільний носій вносили у концен-
траціях, що були у 30 разів вищі (рис. 4).

На рис. 4 наведено дані щодо динаміки
кількості клітин відносно контролю (100%)
через 24 і 48 год. Як видно з рисунка, і на 24-
ту, і на 48-му год чітко виражена інгібуюча
дія комплексу доксорубіцину з ОеН на
трансформовані фібробласти лінії L929.
Доксорубіцин у концентрації 0,1 мкг/мл
у складі комплексу з носієм пригнічував
ріст цих клітин на 24-ту год інкубації анало-
гічно, а на 48-му год — значно сильніше,
ніж вільний доксорубіцин у 10 разів вищій
концентрації – 1 мкг/мл (рис. 4, Б). 

Руйнування ДНК під час апоптозу у біль-
шості випадків відбувається з утворенням
характерних фрагментів, довжина яких крат-
на довжині однієї нуклеосоми (180–190 пар
нуклеотидів). Утворення так званої «драби-
ни ДНК» забезпечують специфічні ендонук-
леази, які активуються запущеним у проце-
сі апоптозу каспазним каскадом [8].

Встановлено (рис. 5), що фрагментація
ДНК у лейкозних клітинах лінії L1210 за дії
доксорубіцину (0,05 мкг/мл), іммобілізова-
ного на олігомерному носієві ОеН, виражена
сильніше, ніж за дії вільного доксорубіцину
у цій самій концентрації. Слід зазначити,

що за дії вільного доксорубіцину на клітини
лінії L1210 зберігається значно більша кіль-
кість високомолекулярної незруйнованої
ДНК, ніж за дії доксорубіцину (у цій самій
концентрації), іммобілізованого на носієві.
Це також свідчить про вищу ефективність
антинеопластичної дії доксорубіцину, іммо-
білізованого на олігоелектролітному носієві,

Рис. 3. Динаміка росту клітин лінії L1210
лейкозу миші за дії вільного доксорубіцину,

його комплексу на олігоелектролітному носієві
та вільного носія ОеН:

протягом 24 (А) та 48 (Б) год (у відсотках віднос -
но контролю, контроль — 100%). 
* — Р £ 0,05; ** — P £ 0,01 
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Рис. 4. Динаміка росту клітин лінії L929
(трансформовані фібробласти миші) за дії

вільного доксорубіцину, його комплексу на
олігоелектролітному носієві та вільного носія ОеН:
протягом 24 (А) та 48 (Б) год (у відсотках від нос -
но контролю, контроль — 100%). 
* — Р £ 0,05; ** — P £ 0,01  
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Рис. 5. Електрофореграма ДНК мишачих
лейкозних клітин лінії L1210 в гелі 1%-ї агарози:
(А — контроль; Б — 0,005 мкг/мл Докс; В —
0,05 мкг/мл Докс; Г — 1 мкг/мл Докс; Д —
0,005 мкг/мл ОеН-Докс; Е — 0,05 мкг/мл ОеН-
Докс; Є — 1 мкг/мл ОеН-Докс)

А ЄЕДГВБ
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порівняно з ефективністю дії вільного доксо-
рубіцину.

Фрагментація клітин на везикули є одні-
єю із цитоморфологічних ознак апоптозу,
і цей процес може завершуватися цілкови-
тою фрагментацією клітини до так званих
апоптичних тілець, оточених плазматичною
мембраною [9]. Ми дослідили вплив різних
форм (вільної та іммобілізованої) доксорубі-
цину на формування везикул на поверхні
трансформованих мишачих фібробластів
лінії L929.

Результати проведеного дослідження
свідчать про низьку токсичність олігомерно-
го носія навіть у концентрації 30 мкг/мл
після 24 год інкубації, оскільки не було
виявлено жодних суттєвих цитоморфологіч-
них змін у клітинах-мішенях (рис. 6, Б)
порівняно з інтактними клітинами в контро-
лі (рис. 6, А).

Водночас 24-годинна дія на клітини лінії
L929 доксорубіцину (0,1 мкг/мл), іммобілізо-
ваного на носієві ОеН, супроводжується актив-
ним утворенням мембранних везикул, харак-
терних для апоптичних клітин (рис. 6, Б).

Окрім того, клітини-мішені за такої дії
стають більш заокругленими і втрачають
свої довгі відростки, що є характерними
ознаками фібробластів. У клітинах, інкубо-

ваних у середовищі з вільним доксорубіци-
ном у концентрації 0,1 мкг/мл, такі морфо-
логічні зміни були виражені значно слабше
і розміри мембранних везикул були істотно
меншими (рис. 7, А).

Важливу роль у забезпеченні різних
цитодеструктивних процесів, що відбува-
ються під час апоптозу, відіграють специ-
фічні клітинні протеази — каспази. Міше -
нями дії каспаз можуть слугувати не лише
регуляторні, але й структурні протеїни ядра
і цитоскелета, зокрема ламіни, актин, Gas2 і
α-фодрин (спектрин нееритроїдних клітин)
[7, 10, 11]. Чутливими до дії каспаз є також
такі протеїни, як NuMa (nuclear mitotic asso-
ciated protein) і D4 (інгібітор дисоціації G-
протеїну). Наслідком дії каспаз є дезінтегра-
ція ядра й дезагрегація цитоскелета [7].
Велику роль в утворенні апоптичних тілець
відіграють мікротрубочки, які забезпечують
периферичне розміщення хроматину, ство-
рюючи своєрідні примембранні осередки
фрагментованих ядер [12].

Оскільки результати наших досліджень,
проведених in vitro, продемонстрували пер-
спективність олігоелектроліту ВА-МАНГ-
МП як носія протипухлинних препаратів
було здійснено серію досліджень in vivo з
використанням цього олігомера для достав-

Рис. 6. Фібробласти миші лінії L929, 
вирощені на середовищі:

без додавання досліджуваного олігоелектроліт -
ного носія (А) і за присутності цього носія (Б,
контроль) у концентрації 30 мкг/мл (24 год
інкубації). Фарбування клітин флуоресцентним
барвником акридиновим оранжевим

А

Б

Рис. 7. Фібробласти миші лінії L929, 
вирощені на середовищі:

з чистим доксорубіцином (0,1 мкг/мл) (А) та на
середовищі з олігоелектролітним носієм ОеН з
ім мобілізованим доксорубіцином (0,1 мкг/мл)
після 24 год інкубації (Б). Фарбування клітин
флуоресцентним барвником акридиновим оран-
жевим.

Синіми стрілками позначено утворення мем -
бран них везикул

А

Б
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лення доксорубіцину в клітини мишей-пух-
линоносіїв. Для цього мишам лінії BALB/C
було прищеплено експериментальну пухли-
ну — лімфому Немета-Келнера NK/Ly.
Показано, що введення здоровим мишам
розчину вільного носія ОеН у концентраціях
1, 10 і 100 мг на 1 кг маси тіла тварини про-
тягом 8 днів не призводило до їх загибелі чи
до будь-якого видимого порушення життє-
вих функцій тварин. Це свідчить про низьку
токсичність олігомера не лише in vitro, але
й in vivo щодо організму миші.

Для лікування мишей із прищепленою
лімфомою NK/Ly тваринам уводили віль-
ний доксорубіцин у концентраціях 0,1 та
1 мг/кг маси тіла тварини, а також доксору-
біцин, іммобілізований на ОеН (розраховані
концентрації доксорубіцину також станови-
ли 0,1 та 1 мг/кг маси тіла тварини). Ріст
пухлинних клітин в асциті контролювали
щоденним зважуванням тварин. За суттєво-
го (понад 5 г) збільшення маси тіла миші-
пухлиноносія внаслідок зростання об’єму
пухлинного асциту проводили дренаж
асцитної рідини. На ранніх стадіях росту
пухлини відбирали 1–2 мл асциту, тоді як
на пізніх стадіях – 10–12 мл. Асцит вико-
ристовували для подальшого дослідження
пухлинних клітин. На рис. 8–10 подано
типові характеристики зміни маси тіла
мишей-пухлиноносіїв у контролі (без уве-
дення препаратів, за щоденного введення
фізіологічного розчину) і за щоденного вве-
дення досліджуваних препаратів (доксорубі-
цин у вільному та іммобілізованому на
носієві стані). Як видно з даних, наведених

на рис. 8, у разі введення мишам-пухлино-
носіям фізіологічного розчину тварини
гинуть через 25–30 днів після прищеплення
їм лімфоми NK/Ly. 

Лікування мишей з лімфомою NK/Ly
доксорубіцином мало терапевтичний ефект,
який залежав від дози цього протипухлин-
ного препарату. Встановлено, що введення
доксорубіцину в дозі 0,1 мг/кг маси тіла
сприяло зростанню тривалості життя тва-
рин до 40–45 днів, однак їхня маса тіла
і далі збільшувалась, і миші гинули внаслі-
док хвороби (рис. 9, А). Водночас уведення
доксорубіцину у дозі 1 мг/кг маси тіла при-
пиняло ріст пухлини вже після перших
ін’єкцій цього препарату.

Після такого введення препарату  миші,
яким було прищеплено лімфому NK/Ly,
практично повністю виліковувалися (нарос-
тання асциту припинялося) і залишалися
живими протягом щонайменше трьох місяців
спостереження за ними. Разом з тим спостері-
гали наслідки токсичного впливу доксорубі-
цину на організм таких мишей, що виявля-
лись у вигляді певного зниження маси тіла
на при кінці введення препарату порівняно з
початковою масою тварин (рис. 9, Б).

Уведення мишам-пухлиноносіям доксо-
рубіцину, іммобілізованого на олігомерному
наноносієві у концентраціях 0,1 та 1 мг 
на 1 кг маси тіла тварин, мало ефект, подіб-
ний до досягненого за введення доксорубіци-
ну у концентрації 1 мг/кг маси тіла. Миші
не набирали маси тіла (не наростав асцит)
і залишалися живими протягом тривалого
часу (більше 3 місяців) (рис. 10).

Рис. 8. Динаміка маси тіла  мишей (типовий дослід) із прищепленою лімфомою NK/Ly (показник росту
пухлини) в контролі (щоденне введення фізіологічного розчину, 0,5 мл):

червоними стрілками позначено час уведення препарату, синіми — час дренажу. Хрестик оз на чає
загибель тварини. 

Кількість досліджених мишей-пухлиноносіїв становила 10

Час, дні

Ріст пухлини NK/Ly у миші
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Слід зазначити, що за такого введення
препарату також не спостерігали зниження
маси тіла наприкінці процедури внаслідок
токсичної дії доксорубіцину. 

Про вищу ефективність дії доксорубіци-
ну, іммобілізованого на новому олігомерно-
му носієві порівняно з дією вільного доксо-
рубіцину щодо лімфомних клітин NK/Ly
свідчать також результати деструктивних
змін у цих клітинах, які вивчали за допомо-
гою флуоресцентних барвників.

Як видно з рис. 11, в асциті мишей-пух-
линоносіїв після введення іммобілізованого

доксорубіцину є значно більше ушкоджених
лімфомних клітин (червоне свічення внаслі-
док накопичення в клітинах пропідію йоди-
ду). Отже, здійснене нами введення препара-
ту  мишам з лімфомою NK/Ly за допомогою
іммобілізованого доксорубіцину спричинює
більш ефективне відмирання пухлинних
клітин, ніж за умов уведення  тваринам
вільного доксорубіцину  в такій самій дозі.

Таким чином, проведені дослідження
показали, що застосування олігомерного
нанорозмірного носія ВА-МАНГ-МП для

Рис. 10. Динаміка маси тіла мишей (типовий дослід) із прищепленою лімфомою NK/Ly 
(показник росту пухлини):

в контролі за умов щоденного введення доксо ру бі цину, іммобілізованого на ОеН у концентрації 0,1 мг/кг
маси тіла (А) та доксорубіцину, іммобілізованого на олігомерному наноносії (ОеН-Докс) у концентрації
1 мг/кг маси тіла (Б). Червоними стрілками позначено час введення препарату, синіми — час дренажу. 

Кіль кість досліджених мишей-пухлиноносіїв становила 10
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Рис. 9. Динаміка маси тіла мишей (типовий дослід) із прищепленою лімфомою NK/Ly (показник росту
пухлини) в контролі за умов щоденного введення доксорубіцину:

у концентрації 0,1 мг/кг маси тіла (А) та док со ру біцину в концентрації 1 мг/кг маси тіла (Б). Червоними
стрілками позначено час введення препарату, синіми — час дрена жу. Хрестик оз на чає заги бель тварини. 

Кількість дос ліджених мишей-пухлино носіїв становила 10
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доставлення доксорубіцину в клітини пух-
лин дає змогу не лише in vitro, але й in vivo
знизити лікувальну дозу цього препарату
щонайменше у 10 разів зі збереженням про-
типухлинного ефекту. Ці результати є важ-
ливими для забезпечення зниження виявів
негативних побічних ефектів, характерних
як для доксорубіцину, так і для багатьох
інших протипухлинних препаратів, які
застосовують у хіміотерапії пухлин різної
етіології.

Автори роботи вдячні за підтримку
Західноукраїнського біомедичного дослід-
ницького центру (WUBMRC, 2010–2011
роки).

Рис 11. Клітини лімфоми мишей  NK/Ly, одержані від тварин-пухлиноносіїв після хіміотерапії 
(5 ін’єкцій) із використанням:

вільного доксорубіцину (А, 0,1 мг/кг) і доксору бі цину (0,1 мг/кг), іммобілізованого на оліго мер ному
нанорозмірному носієві (Б). 

Комбіноване фарбування ядер клітин флуоресцентним барвником Hoechst (синє свічення)
і накопичення пропідію йодиду в ушкоджених клітинах (червоне свічення)
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ДЕЙСТВИЕ ДОКСОРУБИЦИНА,
ДОСТАВЛЕННОГО В ОПУХОЛЕВЫЕ

КЛЕТКИ in vitro И in vivo
НОВЫМ НАНОРАЗМЕРНЫМ

ФУНКЦИОНАЛИЗИРОВАННЫМ
ОЛИГОЭЛЕКТРОЛИТНЫМ НОСИТЕЛЕМ
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Львов, Украина
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Одной из главных задач современной био-
фармацевтики является  разработка новых нано-
размерных носителей с низкой токсичностью,
заданным размером, регулируемым откликом на
локальные и удаленные воздействия, возмож-
ностями визуализации действия лекарств и
результатов диагностики. В работе использован
новый олигомерный носитель ВА-МАНГ-МП
для доставки противоопухолевого препарата
доксорубицина в опухолевые клетки различных
линий. Синтезированный олигомерный носи-
тель был дополнительно функционализирован
фосфатидилхолином. Показано, что такая до -
став ка доксорубицина в клетки-мишени по зво -
ляет снизить его действующую цитотоксичес-
кую дозу в 10 раз по сравнению с дозой
сво бодного доксорубицина при сохранении оди-
накового по уровню антинеопластического
эффекта. Этот дозовый эффект был продемон-
стрирован как in vitro на различных опухолевых
клетках млекопитающих, так и in vivo на мышах
с экспериментальной лимфомой NK/Ly. Дейст -
вие иммобилизованного доксорубицина сопро-
вождалось более интенсивным, чем при дейс-
твии свободного доксорубицина, образованием
везикул на поверхности клеток-мишеней in vitro
и межнуклеосомной фрагментацией их ДНК,
а также более высокой долей мертвых клеток
в асцитной жидкости мышей с лимфомой
NK/Ly после введения препарата. Таким обра-
зом, синтезированный наноразмерный носитель
на основе олигоэлектролитов является перспек-
тивной системой для доставки противоопухоле-
вых препаратов в клетки-мишени.

Ключевые слова: доставка доксорубицина,
опу холевые клетки, олигоэлектролиты, нано -
раз мерные частицы.

ACTION OF DOXORUBICIN DELIVERED
TO TUMOR CELLS in vitro AND in vivo

BY NOVEL NANOSCALE 
OLIGOELECTROLYTIC CARRIER

N. M. Boiko1, Yu. V. Senkiv1, 3, 
Ye. A. Shlyakhtina1, 3, O. V. Kluchivska1, 
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of Sciences of Ukraine, Lviv 

2National University «Lviv Polytechnics»,
Ukraine
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The main tasks of modern biopharmaceutics
are focused at the development of new nanoscale
carriers with low toxicity, given size, regulated
response to local and remote effects, and capabi-
lity of visualization of drug action and diagnos-
tic results. A novel oligomeric carrier VA-
MANG-MP for delivery of the anticancer drug
doxorubicin to tumor cells of different lines have
been used. The synthesized oligomeric carrier
was additionally functionalized by phosphatityl-
choline. It was demonstrated that such delivery
of doxorubicin to the target cells permits 10
times decreasing of its acting cytotoxic dose
comparing with such dose of free doxorubicin,
with preserving similar level of the antineoplas-
tic effect. This dose-specific effect was demon-
strated both in vitro towards various mammalian
tumor cells, and in vivo towards mice with expe-
rimental NK/Ly lymphoma was shown. Action of
immobilized doxorubicin was followed by more
intense formation of vesicles on a surface of the
target cells in vitro, and by their inter-nucleoso-
mal DNA fragmentation as compared to action of
free doxorubicin, as well as by appearance of
higher amount of dead cells in ascytic fluid of
the treated NK/Ly lymphoma mice. Thus, the
synthesized nanoscale olygoelectrolytic carrier
is a perspective system for delivery of anticancer
drugs to target cells. 

Key words: doxorubicin delivery, tumor cells,
olygo electrolytes, nanoscale particles. 
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Исследование нервных стволо вых/ про -
ге ни тор ных клеток человека и животных
имеет большое значение для выяснения осо-
бенностей развития нервной системы и возник-
новения нейродегенеративных забо ле ва ний,
а также разработки новых тера певтических
подходов для их лечения. В настоящее
время развитие нервной системы человека и
животных в процессе эмбриогенеза доста-
точно хорошо изучено. При этом поведение
нервных предшественников в процессе
нейро- и глиогенеза в постнатальном и
взрослом мозге во многом остается не
изученным. Не вполне объяснимо также
влияние клеточного микроокружения на
пролиферацию и дифференциацию нервных
стволовых/прогениторных клеток в постна-
тальном мозге. В качестве модели для изуче-
ния постнатального нейрогенеза, глиогенеза
и их взаимосвязи, развития апоптоза кле-
ток, возможного нейрогенного репарацион-
ного ответа клеток мозга при различных
повреждениях мозга, механизмов нервного
дифференцирования, экспрессии генов,
а также влияния сигналов микроокруже-

ния, регулирующих фенотипическую спе-
циализацию в нервных тканях млекопитаю-
щих, могут быть использованы культуры
клеток, изолированных из нервных тканей
новорожденных лабораторных животных.
В связи с этим актуальной является разра-
ботка способов получения нервных клеток
новорожденных крыс, их характеристика
и выяснение особенностей поведения в
культуре in vitro. 

Материалы и методы 

Нервные клетки (НК) выделяли из тка-
ней головного мозга новорожденных крыс.
Для этого ткань, предварительно измель-
ченную ножницами, инкубировали 5 мин
в 0,5%-м растворе трипсина при 37 °С, затем
механически дезагрегировали на единичные
клетки с использованием вибрации [1].
Полученную суспензию фильтровали через
нейлоновый фильтр, после чего отмывали от
трипсина центрифугированием при 1500 об/мин.
Жизнеспособность клеток оценивали по
окрашиванию витальным красителем 
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СВОЙСТВА ИЗОЛИРОВАННЫХ КЛЕТОКСВОЙСТВА ИЗОЛИРОВАННЫХ КЛЕТОК
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Показано, что изолированные клетки мозга новорожденных крыс являются гетерогенной сус пен -
зией, в состав которой наряду с окончательно дифференцированными входят стволовые и прогени -
тор ные клетки, способные пролиферировать и дифференцироваться в условиях культивирования in
vitro. В процессе культивирования в присутствии сыворотки крови нервные клетки новорожденных
крыс формируют агрегаты, в которых воссоздается утерянное при их выделении клеточное
микроокружение и происходит восстановление клеток. После прикрепления к подложке клетки
агрегатов мигрируют и распластываются, формируя монослой астроглии, на котором образуются
нейробласты и колонии стволовых/прогениторных клеток. Полученные данные указывают на то,
что культуру нервных клеток новорожденных крыс можно использовать в качестве модели
постнатальной нервной ткани для исследования влияния клеточного окружения на процессы
развития и восстановления дифференцированных нервных клеток, а также на пролиферацию
и дифференциацию стволовых/прогениторных клеток.
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трипановым синим (0,4%; Sigma, США)
и выражали в процентах [2]. Подсчет коли-
чества клеток проводили в камере Горяева,
размер НК определяли при помощи про-
граммы Axio Vision. 

Клетки культивировали в 24-луночных
планшетах (Corning, США) в среде DMEM/F12
(Sigma), обогащенной 0,6% глюкозы, 2 mM
глутамина, 3 мМ бикарбоната натрия.
В среду добавляли 100 ед/мл пенициллина и
100 мкг/мл стрептомицина. Культивиро ва -
ние проводили в СО2-инкубаторе при 37 °С
в атмосфере 5% CO2, 95% воздуха. Полови -
ну объема среды культивирования заменяли
на свежую порцию каждые 4–5 суток. 

Иммуноцитохимические исследования
клеточных культур осуществляли после их
предварительной фиксации в растворе 4%-го
параформальдегида. Фиксированные клет-
ки пермеабилизировали абсолютным спир-
том, блокировали 5%-й сывороткой козы
(Sigma) и инкубировали с первичными анти-
телами в течение ночи при +4 °С. Затем
клетки промывали и культивировали с вто-
ричными антителами 40 мин. В качестве пер-
вичных антител были использованы β-Tubulin
III (mouse, Sigma), GFAP (mouse, Abcam,
Великобритания), Nestin (mouse, Abcam),
Vimentin (rabbit, Abcam). Вторич ны ми антите-
лами служили IgG, конъюгированный с FITC
(Sigma, США), Chromeo 546 (Abcam) и
Chromeo 488 (Abcam). Ядра клеток окрашива-
ли красителем Hoechst 33342 (Sigma).

Микрофотосъемку культур клеток про-
изводили на микроскопе Observer Z1 (Carl
Zeiss, Германия). 

Результаты обрабатывали статистически
по методу Стьюдента с использованием про-
граммы MS Excel.

Эксперименты были проведены в соот-
ветствии с «Общими принципами экспери-
ментов на животных», одобренными III кон-
грессом по биоэтике (Киев, 20.09.07)
и согласованными с положением Европей с кой
конвенции о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментальных
и других научных целей (Страсбург, 1985).  

Результаты и обсуждение

Жизнеспособность свежевыделенных
клеток мозга новорожденных крыс, опреде-
ленная по окрашиванию витальным  краси-
телем трипановым синим, составляла в сред-
нем 20–70%. 

Полученные клетки были округлой
формы с четко очерченной мембраной.
Размер их колебался от 6 до 16 мкм (рис. 1, А).

Свежевыделенные НК высевали в кон-
центрации 1, 2, 4, 6 и 8 млн/мл в 24-луноч-
ные планшеты и культивировали в среде
DMEM/F12 в присутствии и при отсутствии
10%-й сыворотки крови крыс. В присутст вии
сыворотки уже в первые часы культивирова-
ния наблюдалось формирование плаваю щих
многоклеточных агрегатов (рис. 1, Б), коли-
чество, структура и размеры которых зави-
сели от концентрации и жизнеспособности
высеянных клеток. В случае культивирования
НК в концентрации 1 млн/мл формирова-
лось небольшое количество мелких агрегатов.
Культивирование клеток в концентра циях 6
и 8 млн/мл сопровождалось образованием
агрегатов большого размера, которые актив-
но сливались друг с другом. При этом плот-
ность суспензии агрегатов была очень высо-
кой, что затрудняло наблюдение за ними.
Происходило также быстрое закисление
среды культивирования. При культивирова-
нии НК в концентрации 2 и 4 млн/мл наблю-
далось образование агрегатов, размер кото-
рых составлял в среднем 100 мкм (рис. 1, Б).
Как правило, сформированные агрегаты
имели неправильную форму и рыхлую
структуру — клетки в них были упакованы
неплотно (рис. 1, Б). При культивировании
плавающих агрегатов, образованных клет-
ками с жизнеспособностью выше 20% на
протяжении 1–2 сут, упаковка клеток в них
становилась более плотной, и они превраща-
лись в сфероиды (рис. 1, В). Количество
образовавшихся сфероидов зависело прямо

Рис. 1. Фазово-контрастная микроскопия
культуры свежевыделенных НК, высеянных в

концентрации 2 млн/мл:
А — НК через 10 мин после посева; Б — фор ми ро -
вание плавающих многоклеточных агре гатов;
В — образование сфероидов; Г — единичные
распластанные клетки с морфологией фибро -
блас тов (стрелки). Масштаб 50 мкм

А

ГВ

Б
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пропорционально от исходной жизнеспособ-
ности высеянных клеток. Если жизнеспо-
собность НК была ниже 10%, формирова-
лось небольшое количество мелких, рыхлых
агрегатов, которые в процессе дальнейшего
культивирования не формировали сферои-
дов и не прикреплялись к подложке. При
этом единичные плавающие клетки, не объ-
единившиеся в агрегаты, также не прикреп-
лялись к подложке и при дальнейшем куль-
тивировании погибали.   

В процессе культивирования НК в при-
сутствии сыворотки наблюдалось большое
количество единичных клеток, которые не
формировали агрегатов. Некоторые из этих
клеток прикреплялись к подложке и рас-
пластывались (рис. 1, Г). Морфологически
они были похожи на астроциты. 

При отсутствии в среде культивирования
сыворотки крови НК, как правило, не фор-
мировали агрегатов, не прикреплялись
к подложке и, в конечном итоге, погибали.

Для изучения влияния формируемых
агрегатов на жизнеспособность НК и их
поведение в культуре использовали клетки
с исходной жизнеспособностью 56,2±4,2%
(n = 5), которые высевали в концентрации
4 млн/мл. В процессе культивирования око ло
80% высеянных клеток формировали агре-
гаты. Через сутки культивирования жизне-
способность клеток в составе агрегатов уве-
личивалась в 1,5 раза и составляла 87±5,4%
(n = 5). Часть агрегатов НК уже в первые
сутки культивирования прикреплялась
к подложке. При этом прикрепление агрега-
тов значительно активизировалось в случае
замены 2/3 части среды или после их пересе-
ва. Сразу после прикрепления клетки агрега-
тов формировали большое количество длин-
ных β-tubulin III-положительных отростков
(рис. 2, А). Этими отростками агрегаты соеди-
нялись друг с другом и по ним мигрировали
недифференцированные клетки (рис. 2, В). 

Мигрирующие от агрегатов клетки рас-
пластывались и образовывали участки
монослоя. На 4–6-е сут культивирования на
поверхности лунки формировались обшир-
ные участки монослоя клеток (рис. 3, А), на
которых наблюдалось большое количество
β-тубулин III-положительных клеток с мор-
фологией нейронов (рис. 3, Б). Как правило,
β-тубулин III-положительные клетки лока-
лизовались в местах прикрепления агрега-
тов к поверхности лунки (рис 3, Б).

В процессе культивирования количество
клеток с морфологией нейронов уменьшалось,
с глиальной морфологией — увеличивалось.
На 7–9-е сут культивирования β-ту булин III-
положительные клетки с морфо логией ней-
ронов практически исчезали, но в то же
время на поверхности GFAP-положительно-
го глиального монослоя (рис. 4) появлялись
β-тубулин III-положительные клетки, мор-
фологически похожие на нейробласты (рис. 5). 

Количество нейробластоподобных клеток
в процессе дальнейшего культивирования
увеличивалось. На 15-е сут культивирования
на монослое клеток глии появлялись коло-
нии недифференцированных β-тубулин III-
положительных клеток (рис. 5), большинство
из которых были нестин- и вимен тин-
положительными (рис. 6).

Рис. 2. Иммуноцитохимическое окрашивание
антителами на β-тубулин III клеток

прикрепленного агрегата (А), по отросткам
которых мигрируют недифференцированные

клетки (Б):
масштаб: А — 100 мкм, Б — 50 мкм

А Б

Рис. 3. Формирование клетками 
прикрепленных агрегатов монослоя (А) 
и β-тубулин III-положительных клеток 

с морфологией нейронов (Б):
масштаб 50 мкм

Рис. 4. Иммуноцитохимическое окрашивание
клеток монослоя (А), сформированного НК

прикрепленных агрегатов, на маркер
астроцитов GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Б):

масштаб 50 мкм

А Б

А Б
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Нейробластоподобные клетки были способ-
ны формировать отростки, которые увеличива-
лись в размерах и формировали клеточную
сеть (рис. 7, А). Как следует из рис. 7, А, осо-
бенно активно процесс образования отростков
нейробластоподобными клетками происходил
на «голом» пластике. Колонии в процессе
культивирования увеличивались в размерах и
также формировали между собой контакты с
помощью длинных отростков (рис. 7, Б). 

Полученные результаты указывают на то,
что изолированные из ткани мозга новорож-
денных крыс клетки представляют собой гете-
рогенную суспензию, состоящую из нейро-
нальных и глиальных предшественников,
а также окончательно дифференцированных
и стволовых/прогениторных нервных клеток.

Проведенные исследования показали,
что важным свойством свежеизолирован-
ных НК новорожденных крыс является фор-
мирование ими в процессе культивирования
в присутствии сыворотки крови многокле-
точных агрегатов. 

Почему образуются агрегаты и какова их
роль? В процессе выделения у клеток, с од ной
стороны, могут возникать микроповреж -
дения, а с другой — может происходить
потеря молекул адгезии (интегринов и е-
кадгерина), что не позволяет клеткам
эффективно прикрепляться к подложке при
культивировании. Оставшихся молекул
адгезии, вероятно, достаточно для образова-
ния межклеточных связей, и клетки, стре-
мясь воссоздать утерянное при их выделении
клеточное микроокружение, фор мируют
агрегаты. При культивировании в агрегатах
может формироваться внеклеточный мат-
рикс, который необходим для обеспечения
сигналов выживания изолированных кле-
ток и предотвращает их апоптоз [3–6].
Наряду с этим в процессе культивирования
агрегатов, с одной стороны, происходит
репарация микроповреждений клеток, на
что указывает увеличение их жизнеспособ-
ности, а с другой — в НК подобно гепатосфе-
рам  [7] может происходить накопление е-
кадгерина, что является главной причиной
морфологического перехода от рыхлого кле-
точного агрегата к компактному сфероиду.

Таким образом, в процессе культивиро-
вания агрегатов происходит репарация мик-
роповреждений клеток и, возможно, восста-
навливаются утерянные молекулы адгезии,
что позволяет агрегатам прикрепляться к
подложке, а их составляющим клеткам миг-
рировать и распластываться. 

Очевидно, в агрегатах создаются условия
для поддержания жизнеспособности нейро-
нов, клеток глии, а также стволовых/проге-
ниторных клеток, что требует присутствия
различных известных или неизвестных,
растворимых либо мембранно-связанных
факторов роста [8]. На это указывают
результаты краткосрочного культивирова-
ния агрегатов, в процессе которого вначале
наблюдается образование нейронов и клеток
астроглии, а затем на монослое, сформиро-
ванном астроцитами, появляются нейробла-

Рис. 5. Образование на монослое глии колоний
и единичных нейробластоподобных β-тубулин

III-положительных клеток:
А — фазовый контраст; В — флуоресценция

β-тубулин III. Масштаб 100 мкм

А Б

Рис. 6. Иммуноцитохимическое окрашивание
культуры свежевыделенных НК новорожденных

крыс после 15 сут культивирования (A)
на маркер нервных стволовых клеток нестин (Б)

и прогениторных — виментин (В):
ядра клеток окрашены красителем Hoechst (Г).

Масштаб 100 мкм

В Г

А Б

Рис. 7. Формирование нейробластоподобными
клетками сети (А) и образование контактов

между растущими колониями нервных
стволовых/прогениторных клеток (Б):

масштаб 50 мкм

А Б
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сты и стволовые/прогениторные клетки.
При этом нейробласты и колонии стоволо-
вых/прогениторных клеток, как правило,
образуются на подложке, сформированной
клетками астроглии. Это свидетельствует о
том, что клетки глии играют роль фидерного
слоя для нервных стволовых/прогенитор-
ных клеток, обеспечивая их интактным и
функциональным внеклеточным матриксом
и связанными с матриксом факторами, а
также секретируют регуляторные протеино-
вые факторы, необходимые для выживания
и экспансии. В связи с этим можно предпо-
ложить, что в данной ситуации клетки глии
выполняют функцию ниши для нервных
стволовых/прогениторных клеток. Это
предположение подтверждается тем, что
клетки нейросфер или индуцированных
в нейрональном направлении  эмбриоидных
тел [9, 10] после прикрепления также внача-
ле формируют подложку из нейромезенхи-
мальных клеток, на которых позднее
появляются нейробласты и нейроны. 

Следует также отметить схожесть пове-
дения клеток агрегатов и нейросфер. Как и
нейросферы [11], большинство клеток
поверхностного слоя агрегатов являются β-
тубулин III-положительными. При этом
после прикрепления агрегатов миграция
этих клеток предшествует миграции глиаль-
ных клеток, что отдаленно напоминает
ситуацию в эмбриональном мозге, где нейро-
генез предшествует глиогенезу [12]. По
отросткам, которые образуют β-тубулин III-
положительные клетки, подобно отросткам
клеток радиальной глии, происходит актив-
ная миграция недифференцированных кле-
ток. Все это свидетельствует о существовании
подобных  механизмов функционирования
гетерогенных нервных клеток, объединен-
ных в агрегаты с нейросферами, образован-
ными стволовыми клетками.

Проведенные исследования показали,
что в процессе культивирования β-тубулин
III-положительные клетки с морфологией
нейронов, которые мигрировали от при-
крепленных агрегатов сразу после их при-
крепления к подложке, исчезали. Возмож -

но, из-за отсутствия соответствующего мик-
роокружения в процессе первых суток куль-
тивирования они погибали. 

Из представленных данных также следу-
ет, что не во всех случаях НК способны вос-
станавливать свои повреждения. Суспензии
НК с низкой жизнеспособностью, очевидно,
помимо значительных повреждений плазма-
тической мембраны характеризуются низ-
ким количеством молекул адгезии. Поэтому
эти клетки формируют агрегаты небольшого
размера с очень рыхлой структурой упаков-
ки. К подложке такие агрегаты не прикреп-
ляются и в процессе дальнейшего культиви-
рования деградируют. 

Таким образом, НК, изолированные из
ткани головного мозга новорожденных крыс
представляют собой гетерогенную суспен-
зию, в состав которой входят окончательно
дифференцированные и стволовые/прогени-
торные клетки, способные пролиферировать
и дифференцироваться в нейроны и клетки
глии в условиях культивирования in vitro. 

В процессе культивирования в присут-
ствии сыворотки крови НК новорожденных
крыс формируют агрегаты, структура кото-
рых зависит от жизнеспособности, а размер —
от жизнеспособности и  концентрации посе-
янных клеток.

Агрегаты выполняют роль микротканей,
в которых происходит восстановление
повреждений нервных клеток, а также соз-
даются условия для их выживания и функ-
ционирования. 

Агрегаты НК новорожденных крыс
можно использовать в качестве 3-мерной
модели постнатальной нервной ткани для
исследования влияния клеточного окруже-
ния и сигналов микроокружения на процес-
сы развития и восстановления дифференци-
рованных нервных клеток, а также на
пролиферацию и дифференциацию нервных
стволовых/прогениторных клеток. 

Авторы выражают благодарность к. б. н.
Коваленко И. Ф. и к. б. н. Холодному И. С.
за помощь в проведении микрофотосъемки.
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ВЛАСТИВОСТІ ІЗОЛЬОВАНИХ КЛІТИН
НЕРВОВОЇ ТКАНИНИ

НОВОНАРОДЖЕНИХ ЩУРІВ У КУЛЬТУРІ 

О. М. Сукач1, 2
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Показано, що ізольовані клітини мозку ново-
народжених щурів є гетерогенною суспензією,
до складу якої крім остаточно диференційованих
входять стовбурові та прогеніторні клітини,
здатні проліферувати та диференціюватися
в умовах культивування in vitro. У процесі куль-
тивування в присутності сироватки крові нерво-
ві клітини новонароджених щурів формують
агрегати, в яких відтворюється втрачене в проце-
сі їх виділення клітинне мікрооточення і відбу-
вається відновлення клітин. Після прикріплен-
ня до підкладки клітини агрегатів мігрують і
розпластуються, формуючи моношар астроглії,
на якому утворюються нейробласти та колонії
стовбурових/прогеніторних клітин. Одержані
дані вказують на те, що культуру нервових клі-
тин новонароджених щурів можна використову-
вати як модель постнатальної нервової тканини
для дослідження впливу клітинного оточення на
процеси розвитку й відновлення диференційова-
них нервових клітин, а також на проліферацію
і диференціацію стовбурових/прогеніторних
клітин.

Ключові слова: диференційовані нервові клі -
ти ни, нервові стовбурові/прогеніторні кліти -
ни, новонароджені щури, життє здат ність,
виживання, культивування, багато клі тин ні
агрегати.

PROPERTIES OF ISOLATED NEURAL
CELLS FROM NEWBORN RAT IN TISSUE

in vitro

A. N. Sukach1, 2

T. D. Liashenko2

M. V. Shevchenko2

1Institute for Problems of Cryobiology and
Cryomedicine of National Academy of Sciences

of Ukraine, Kharkiv
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It is shown that isolated brain cells of new-
born rats are heterogeneous suspension consisted
of differentiated cells, stem and progenitor cells,
which can proliferate and differentiate in condi-
tions of in vitro cultivation. During cultivation in
presence of serum the neural cells of the newborn
rats form aggregates, where reconstitution of
cellular microenvironment lost in isolation takes
place followed by cell reparation. After attach-
ment to a substrate the aggregate cells migrate
and spread, form a monolayer of astroglia, which
the neuroblasts and colonies of stem/progenitor
cells are formed on. The findings show feasible
application of newborn rat neural cells as model
of postnatal neural tissue for studying the influ-
ence of cellular environment on process of devel-
opment and recovery of differentiated neural
cells, as well as proliferation and differentiation
of stem/progenitor cells.

Key words: differentiated nervous cells, nervous
stem/progenitor cells, new-born rats, viability,
survival, cultivation, multicellular aggregates.
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Лектини — це протеїни або глікопротеїни
неімунної природи, які мають щонайменше
один некаталітичний домен, який селектив-
но і зворотно звязує моно- або оліго саха ри -
ди, не спричинюючи при цьому їх хімічного
перетворення. Лектини знайдено у рослин,
грибів, тварин, мікроорганізмів і вірусів, де
вони виконують різноманітні біологічні
функції, що пов’язані з розпізнаванням вуг-
леводних детермінант на поверхні клітин.
Результатом такого розпізнавання може
бути розвиток інфекційного процесу, на -
прик лад, проникнення часточок вірусу
у клі тини макроорганізму [1], симбіоз
у мікоризних грибів [2] або стимуляція
захисних реакцій організму під час захисту
проти інфекції [3]. 

На сьогодні лектини є вагомими біотех-
нологічними інструментами і їх широко
застосовують у біології, медицині та сіль-
ському господарстві. 

Важливу групу становлять манозоспеци-
фічні лектини однодольних рослин. Ці лек-
тини, на відміну від манозоспецифічних
лектинів дводольних рослин (зокрема, роди-
ни бобових), як правило, не зв’язують D-
глюкозу та її похідні. Маючи високу селек-
тивність до манозильних ланцюгів у складі
макромолекул, вони набули практичного
застосування, оскільки такі структури віді -
грають важливу роль у багатьох біологічних
процесах. 

Базуючись на інсектицидній активності
манозоспецифічних лектинів, вивели стійкі
до шкідників трансгенні сільськогосподар-
ські культури, які вже вирощують на вели-
ких площах. Трансгенні рослини рису із
включеним геном лектину підсніжника
мають значно вищу опірність до зеленої
(Nephotettix virescens) та коричневої
(Nilaparvata lugens) цикадок — найбільш
злісних шкід ників рису [4], а картопля
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Із цибулин гіацинтика гостролопатевого (Hyacinthella аcutiloba K. Perss.) афінною хроматогра-
фією на дріжджовому манані та подальшою іонообмінною хроматографією на DEAE-Toyopearl очи-
щено новий лектин з виходом 6,5 мг/кг свіжої сировини. Най кра щим інгібітором цього лектину
серед випробу ваних моно- і дисахаридів була D-тураноза (Glcp a1-3 Fruf). Дуже сильним інгі бі тором
активності лектину є дріжджовий манан. Слабкими інгібіторами були a-метил-D-манопіранозид, D-
фруктоза і 2-ацетамідо-D-галактопіранозид. Лектин також слабо взаємодіяв із глікогеном печінки
свині, крохмалем і манозовмісними глікопротеїнами (яєчний альбумін, овомукоїд та тирео глобулін
бика) і не взаємодіяв з пероксидазою хрону та лужною фосфатазою кишечника теляти.

За даними електрофорезу в 20%-му PAAG із SDS, лектин складається із субодиниць з молеку-
лярною масою 12 кДа. Його молекулярна маса, визначена гель-хроматографією на колонці Toyopearl
HW-55, становила 48 кДа. Лектин найкраще аглютинує еритроцити кролика, гірше — мурчака,
дуже слабо — щура і не аглютинує еритроцити людини та кози. Він не втрачає гемаглютинуючої
активності після діалізу проти 1%-го розчину динатрієвої солі ЕДТА і витримує нагрівання при
+65 °С протягом 1 години.
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із цим самим геном має підвищену стійкість
до рослинної тлі Myzus persicae /Sulz./ [5].
Лектини також застосовують для розділен-
ня різних типів клітин та клітинних субпо-
пуляцій, мітогенної стиму ляції лімфоцитів,
гістохімічного виявлення патологічних клі-
тин, ідентифікації груп крові та штамів
мікроорганізмів, розділення глікопротеїнів
і дослідження їх біосинтезу [6–8]. Інтерес
становлять роботи співробітників Aethlon
Medical Inc.(San Diego, Calif., СШA) щодо
очищення крові людини від вірусу гепатиту
С шляхом плазмаферезу через спеціальну
колонку, наповнену іммобілізованим лекти-
ном підсніжника. Після 3-разових сеансів
на тиждень через 2 тижні такого лікування
рівень вірусу в крові пацієнтів знижувався в
середньому на 57% [9, 10].

Лектини нарцису і підсніжника не реагу-
ють з α1-6-; α1-3-; α1-4-глюканами (лінійними,
розгалуженими, природними і синтетични-
ми). Водночас вони преципітують розгалу-
жені α-манани дріжджів Saccharo myces
cereviciae, Pichia pastoris із множинними
бічними залишками D-манози, приєднаної
до α1-6-манопіранозиду. Преци пі тація спос-
терігається також із лінійним α-мананом
дріжджів Hansenula capsulata. Галакто -
манани з бічними залишками α-галакто -
манозилу або α-манобіозилу, приєднані до
α-1-6-манопіранозиду основного ланцю га
полісахариду з дріжджів Candida lipolytica,
Torulopsis lactiscondens, Torulopsis gropengi-
esseri, також виявляють високу спорідне-
ність до цієї групи лектинів [11]. Її можна
розділити на три підгрупи на основі реак-
тивності цих лектинів до складних глікан-
них ланцюгів фетуїну, асіалофетуїну та
фіто гемаглютиніну-Е з Phaseolus vulgaris
[12]. Завдяки цьому їх можна використову-
вати як ліганди афінних сорбентів для розді-
лення глікопротеїнів та їх аналізу. Кожен
лектин, навіть у межах однієї родини, має
притаманну лише йому вуглеводну специ-
фічність, тому пошук нових лектинів та
дослідження їхніх властивостей триває. 

У результаті пошуку лектинів серед рос-
лин інших родин класу однодольних нами
було знайдено нові лектини, зокрема у цибу-
линах гіацинтика гостролопа тевого (Hyacin -
thella аcutiloba K. Perss.) родини гіацинто-
вих (Hyacinthaceae), яка належить до класу
однодольних порядку спаржецвітих.

Метою цієї роботи було розроблення
методу одержання лектину гіацинтика гос-
тролопатевого і дослідження його власти-
востей.

Матеріали і методи

Рослинну сировину заготовляли у вересні
на приватній земельній ділянці у м. Львові.
Підземну частину рослини відмивали від
землі, подрібнювали і гомоге нізували у спів-
відношенні 1:3 з 0,9%-м розчином NaCl.
Одержаний гомогенат центрифугували при
6 000 g 10 хв. Надосадову рідину освітлюва-
ли, доводячи рН до 4,5. Після повернення
рН до значень 6,5–7,0 протеїни надосадової
рідини осаджували сульфатом амонію за
90%-го насичення останнього. Утворений
осад збирали центрифугуванням, розчиняли
у воді й після короткочасного діалізу проти
води наносили на афінний сорбент. Ним слу-
гував співполімер дріждового манану і крох-
малю, спосіб одержання якого описано рані-
ше [13]. Елюцію лектину з колонки афін ного
сорбента здійснювали за допомогою 2%-го
розчину D-манози, розчиненої в 0,05 М
калій-боратному буферному розчині, рН 8,2.
Вихід протеїну з колонки контролювали за
абсорбцією елюату при 280 нм. Фракції, що
містили протеїн, об’єднували, висолювали
сульфатом амонію за 90%-го насичення і
діалізували проти 0,02 М фосфатного буфер-
ного розчину. Після діалізу розчин наноси-
ли на колонку DEAE-Toyopearl, попе редньо
врівноважену тим самим буферним розчи-
ном. Збирали фракції, які спричинювали
аглютинацію еритроцитів кролика і виходи-
ли з колонки іонообмінника в діапазоні кон-
центрацій буферного розчину 0,05–0,15 М,
рН 7,0 (рис. 1).

Інші використані в роботі лектини (із
м’якоті плодів банану, цибулин підсніжни-
ка та нарцису, зубків часнику, кореневищ
купини багатоквіткової) одержували за
вищеописаною методикою з незначними
модифікаціями.

Рис. 1. Очищення лектину Hyacinthella
acutiloba іонообмінною хроматографією:

стрілками позначено місце нанесення зразка
і мо лярність фосфатного буфера; стовпчиками
показано місце виходу лектину за гем аглю ти -
ную чою активністю щодо еритроцитів кролика
(шкала праворуч)
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Молекулярну масу субодиниць лектину
ви значали за допомогою електрофо резу в
20%-му поліакриламідному гелі за присут-
ності 0,1% додецилсульфату натрію (SDS).
Як стандарт використовували суміш протеї-
нів з відомою молекулярною масою фірми
Fermentas (Литва). 

Молекулярну масу лектину визначали
гель-хроматографією на колонці Toyopearl
HW-55, застосовуючи як маркери яєчний лі -
зо цим (Мr = 14,3), соєвий інгібітор трипси ну
(Мr = 21 кДа), пероксидазу хрону (Mr = 43 кДа),
лектин насіння гороху (Мг = 48 кДа), лек-
тин підсніжника (Мг = 50 кДа), альбумін
сиро ватки крові бика (Мг = 69 кДа) та лек-
тин виноградного слимака (Mr = 79 кДа). 

Вміст вуглеводів у препараті лектину
знаходили за методом Dubois et al. [14].

Вуглеводну специфічність одержаного
лектину  визначали в реакції пригні чення
гемаглютинації еритроцитів кролика вугле-
водами і глікопротеїнами. За допомогою сту-
пінчастого розведення вуглеводу чи гліко -
протеїну встановлювали його мінімальну
концентрацію, за якої повністю пригнічува-
лась активність лектину з титром 1:4 [15].

Для характеристики вуглеводної специ-
фічності лектину використовували: D-глю-
козу, D-фруктозу, D-галактозу, сахарозу,
мальтозу, лактозу (Союзхимре актив), рафіно-
зу (Fluka, Швейцарія), α- і b-метил-D-галак-
тозиди, L-рамнозу, 2-ацетамідо-D-галакто-
піранозид та 2-ацетамі до-D-глюкопіранозид
(Chema pol,Чехія), D-манозу, D-туранозу, L-
рибозу (виробництва Братислав ського хі міч -
ного інституту), мелібіозу, α-метил-D-мано-
зид, L-фукозу (Koch Light, Велико британія).
Вивчаючи взаємодію з глікопротеїнами та
полісахаридами, застосовували водорозчин-
ний крохмаль, глікоген печінки свині, ово-
мукоїд та тричі перекристалізований оваль-
бумін (Biolar, Олайне, Латвія), гуміарабік
і гепарин (Loba Feinchemie, Австрія), лужну
фосфатазу з кишечника теляти (Serva,
Німеччина), очищали інулін [16], дріжджо-
вий манан [17] /і тиреогло булін бика [18]. 

Результати та обговорення

З 1 кг свіжозібраних цибулин гіацинти-
ка гостролопатевого (Hyacinthella аcutiloba)
було одержано 6,5 мг ліофільно висушеного
лектину — білого аморфного порошку,
добре розчинного у водно-сольових розчи-
нах при рН 3–9. Лектин витримує прогрі-
вання при +65 °С протягом 1 год, але за 15 хв
при +75 °С його активність втрачалась на
75%. За діалізу проти 1%-го розчину динат-

рієвої солі етилендіамінтетраоцтової кисло-
ти упродовж 8 год лектин не втрачав гемаг-
лютинуючої активності. Це свідчить про те,
що іони Ca2+ і Mg2+ не є необхідними для
вияву його активності. Найімовірніше, лек-
тин є чистим протеїном, а не глікопротеї-
ном, оскільки в складі одержаного препара-
ту вуглеводів було виявлено менше 0,5%.

Під час електрофорезу в 20%-му PAAG
у присутності 0,1% SDS виявлено одну зону,
яка відповідає молекулярній масі 12 кДа
(рис. 2). 

За рН 7,2 лектин є гомотетрамером —
його молекулярна маса, визначена гель-
хроматографією, становила 48 кДа.

Лектин найкраще аглютинує еритроци-
ти кролика, значно слабше — еритроцити
мурчака. Еритроцити щура аглютинує в
дуже високій концентрації, а еритроцити
людини та кози не аглютинує. За профілем
взаємодії з еритроцитами кролика, мурчака
і щура досліджуваний лектин відрізняється
від інших манозоспецифічних лектинів
однодольних (табл. 1). За вуглеводною спе-
цифічністю він є ближчим (але не ідентич-
ним) до лектину часнику, ніж до інших лек-
тинів, наведених у табл. 2.

Можна припустити, що достатньо сильна
взаємодія лектину з D-туранозою (Glcp α1-3
Fruf) пояснюється селективністю лектину
до α1-3-зв’язків і відносною нерозбірливіс-
тю до глюко- чи манопіранозильного циклу
або ж вирішальне значення для взаємодії

Рис. 2. Електрофорез лектину Hiacinhella acutiloba
та інших манозоспецифічних лектинів
однодольних рослин у 20%-му PAAG 

за присутності 0,1% SDS

1      2         3        4         5
20% ПААГ, рН 8,6 з 0,1% ДДС-Na
1 — протеїни-маркери мол. маси; 2 — NPA; 3 —
HABA; 4 — ASA; 5 — GNA
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глікокон’югату з лектином має довжина або
кількість олігосахаридних «антен». Так,
лектин слабо взаємодіє з глюкозовмісним
крохмалем і сильніше — з глікогеном печін-
ки свині, розгалуженість у якого вища. Не
взаємодіє він із пероксидазою хрону, у якої
маноза є термінальним вуглеводом олігосаха-
ридної частини молекули, взаємодіє з тиреог-
лобуліном бика, яєчним альбуміном та ово-

мукоїдом, де маноза лежить у корі олігосаха-
ридних «антен». Ди- і тетраантенні олігосаха-
ридні ланцюги лужної фосфатази довші за
триантенні ланцюги тиреоглобуліну бика та
яєчного альбуміну. Це може мати вирішаль-
не значення для взаємодії з лектином (струк-
тури олігосахаридних ланцюгів наведено
в роботі [19]. 

Таблиця 1. Взаємодія манозоспецифічних лектинів з еритроцитами людини і тварин

Лектин
Мінімальна концентрація лектину (мкг/мл), що спричинює аглютинацію еритроцитів

Кролик Мурчак Щур Людина (групи О, А, В) Коза

HABA 19 625 2500 – –

MBA 9,75 2,44 2500 – –

NPA 9,75 19 312 – –

GNA 9,75 312 – – –

LVA 4,88 9,75 625 – –

PMRA 4,88 78 9,75 – –

ASA 19 312 1250 – –

Примітка. Прочерк означає відсутність аглютинації у концентрації 10 000 мкг/мл; HABA —
Hiacintella аcutiloba bulb agglutinin, лектин гіацинтика гостролопатевого; MBA — Musa banana
agglutinin, лектин м’якоті плодів банана; NPA — Narcissus pseudonarcissus agglutinin, лектин цибулин
нарциса; GNA — Galanthus nivalis agglutinin, лектин цибулин підсніжника; LVA — Leucojum vernum
agglutinin, лектин цибулин білоцвіту весняного; PMRA — Polygonatum multiflorum rhizomae agglutinin,
лектин кореневищ купини багатоквіткової; ASA — Allium sativum agglutinin, лектин зубків часнику.

Таблиця 2. Взаємодія лектинів з вуглеводами та глікопротеїнами

Інгібітор
Найменша концентрація (мМ або %), 

що пригнічує активність 4 гемаглютинуючих одиниць лектину

HABA ASA MBA PMRA NPA

a-Метил-D-манопіранозид 50 50 50 – –

D-фруктоза 100 – 100 – –

Тураноза 6,25 50 25 25 100

2-Ацетамідо-D-галактопіранозид 50 – 100 12,5 12,5

Яєчний альбумін 0,25% – 0,125% 0,5% –

Овомукоїд 0,25% 1% 0,125% – 0,5%

Пероксидаза коренів хрону – 0,5% 0,062% – –

Крохмаль 0,5% – 0,5% 1% –

Глікоген печінки свині 0,125% – – – –

Дріжджовий манан 0,0005% 0,008% 0,004% 0,002% 0,002%

Тиреоглобулін бика 0,125% 0,125% 0,5% 0,016% 0,25%

Лужна фосфатаза  кишечника теляти – – 0,5% 1% 0,25%

Примітка. У таблицю не внесено D-глюкозу, D-галактозу, D-ксилозу, L-рамнозу, L-арабінозу, L-фу ко -
зу, лактозу, рафінозу, мелібіозу, 2-ацетамідо-D-глюкопіранозид , D-глюкуронову кислоту, гуміарабік,
гепарин, ламінарин, інулін, імуноглобулін G людини, з якими лектини не взаємодіяли у концентрації
100 мМ (моно- і дисахариди) або 1% (полісахариди і глікопротеїни). 
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Для встановлення вуглеводної специфіч-
ності лектину потрібен великий набір оліго-
сахаридів та глікопротеїнів з певною струк-
турою, що є доступним для небагатьох
лабораторій світу, тому в цій роботі зроблено
лише перший крок у цьому напрямі.

Таким чином, уперше очищений нами
лектин із цибулин гіацинтика гостролопате-
вого відрізняється від раніше відомих мано-
зоспецифічних лектинів за своїм профілем
взаємодії з олігосахаридними структурами.

Це становить значний інтерес для біотехно-
логічних досліджень, зокрема при створенні
афінних сорбентів, які можуть набути засто-
сування у розділенні глікокон’югатів, ефек-
тивне афінне очищення яких у багатьох
випадках потребує застосування декількох
афінних сорбентів з різними лігандами.

Автори висловлюють подяку с. н. с., к. б. н.
Р. О. Білому за критичні зауваження під час
підготовки рукопису.
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ОЧИСТКА И ХАРАКТЕРИСТИКА
НОВОГО МАННОЗОСПЕЦИФИЧНОГО

ЛЕКТИНА ИЗ ЛУКОВИЦ 
ГИАЦИНТИКА ОСТРОЛОПАСТНОГО

(Hyacinthella аcutiloba K. Perss.)

В. О. Антонюк1, 2

Л. В. Панчак1, 2

М. О. Старикович1

Х. C. Струтовская2

Р. С. Стойка1

1Институт биологии клетки НАН Украины, 
Львов
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Из луковиц гиацинтика остролопастного
(Hyacinthella аcutiloba K. Perss.) аффинной
хроматографией на дрожжевом маннане и
последующей ионообменной хроматографией
на DEAE-Toyopearl очищен новый лектин
с выходом 6,5 мг/кг свежего сырья. Наи -
лучшим ингибитором лектина среди испытан-
ных моно- и дисахаридов была D-тураноза
(Glcp α1-3 Fruf). Очень сильным ингибитором
активности лектина является дрожжевой ман-
нан. Слабыми ингибиторами активности были
α-метил-D-маннопиранозид, D-фруктоза и 2-
ацетамидо-D-галактопиранозид. Лектин
также слабо взаимодействовал с гликогеном
печени свиньи, крахмалом и маннозосодержа-
щими гликопротеинами (яичным альбуми-
ном, овомукоидом, тиреоглобулином быка)
и не взаимодействовал с пероксидазой хрена
и щелочной фосфатазой кишечника теленка.

По данным электрофореза в 20%-м PAAG
c SDS, лектин состоит из субъединиц молеку-
лярной массой 12 кДа. Его молекулярная
масса, определенная гель-хроматографией на
колонке Toyopearl HW-55, составляла 48 кДа.
Лучше всего лектин агглютинирует эритроци-
ты кролика, хуже — морской свинки, очень
слабо — крысы и не агглютинирует эритроци-
ты человека и козы. Лектин не теряет гемаг-
глютинирующей активности после диализа
против 1%-го раствора динатриевой соли
ЭДТА и выдерживает нагревание до +65 °С на
протяжении 1 часа. 

Ключевые слова: маннозоспецифичные лек -
ти ны, гиацинтик остролопастной (Hyacin thel -
la аcutiloba), очистка, свойства.

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF A NEW MANNOSE-SPECIFIC LECTIN

FROM Hyacinthella аcutiloba K. Perss.

V. O. Antonyuk1, 2

L. V. Panchak1, 2

M. O. Starykovych1

K. S. Strutovskaya2

R. S. Stoika1

1Institute of Cell Biology 
of National Academy of Sciences of Ukraine,

Lviv
2Danylo Halytsky Lviv National Medical

University, Ukraine
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A new lectin with 6.5 mg/kg yield was puri-
fied from fresh bulb Hyacinthella аcutiloba K.
Perss. by combination of affinity chromathogra-
phy on yeast mannan and by ion exchange chro-
matography on DEAE-toyopearl. The best lectin
inhibitor among tested mono- and disaccharides
was D-turanose (Glcp α1-3 Fruf). Very powerful
inhibitor of lectin activity was yeast mannan.
The lectin revealed weak affinity to α-methyl-D-
mannoside, D-fructose and 2-acetamido-D-galac-
topyranoside. The lectin interacted also with pig
liver glycogen, starch and mannose-containing
glycoproteins (ovoalbumin, ovomucoid and calf
thyroglobulin), but don’t interacted with horse-
ra dish peroxidase and calf intestine alkaline
phosphatase. 

According to electrophoresis, in 20% SDS-PAAG
containing SDS-Na the lectin consists with sub-
units of molecular weight 12 kDa. Molecular
weight of the lectin is 48 kDa according to gel-
chromatography on Toyopearl HW-55. The
lectin agglutinated best of all rabbit erythro-
cytes and worse agglutinated guinea-pig, very
weak — rat erythrocytes and did not agglutinate
human and goat erythrocytes. After dialysis
against 1% EDTA sodium salt solution the lectin
did not lose hemaglutinating activity and
endured heating to +65 °C during one hour. 

Key words: mannose-specific lectins, Hyacin -
thel la аcutiloba, purification, properties. 
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Антиоксиданти відіграють важливу роль
в захисті організму від дії оксидативного
стресу, спричиненого вільними радикала-
ми, які є активними молекулами, що міс-
тять один чи кілька неспарених електронів,
а тому вони дуже нестійкі й ушкоджують
інші молекули, вилучаючи з них електрони
з метою досягнення стабілізації [1, 2]. На
сьогодні в світі ведуть активний пошук дже-
рел антиоксидантів рослинного походжен-
ня, серед яких значне місце посідають спо-
луки фенольної природи.

Гречку звичайну (Fagopyrum esculentum
Moench) визнано як харчовий і дієтичний
продукт у багатьох країнах світу, оскільки
вона містить, зокрема, багато фенолів [3],
флавоноїдів, вітамін Е [4] та різні амінокис-
лоти [5]. Рослини гречки мають вищий вміст
загальних фенолів та більшу антиоксидант -
ну активність порівняно з рослинами ама-
ранту, пшениці й лободи [6]. Вони є найпов-
нішим джерелом антиоксидантів серед
зернових та псевдозернових культур [7, 8].

Основні фенольні речовини — це вторин-
ні метаболіти: рутин, хлорогенова кислота
та гіперозид, що характеризуються високою
антиоксидантною активністю [9]. Накопи -
чен ня хлорогенової кислоти, можливо,
пов’язано із синтезом кверцетин-3-O-рути-
нозиду та ціанідин-3-галактозиду [10, 11].
Вміст рутину і кверцетину в гречці значною
мірою залежить від умов культивування та
сорту [12, 13]. Загалом рівень рутину та
кверцетину в гречаній крупі становить
близько 0,20 мг/г та 0,001 мг/г, відповідно.
Вегетативна маса гречки містить більше
рутину (0,84–4,41 мг/г) та кверцетину
(0,009–0,029 мг/г) [13]. Гречка татарська є
оптимальним джерелом рутину, оскільки її
крупа має рівень рутину 80,94 мг/г. Крім
рутину та кверцетину, в екстрактах гречаної
крупи (F. esculentum Moench) було іденти -
фіковано чотири катехіни з високою антиок-
сидантною активністю: eпікатехін, катехін
7-O-β-D-глюкопіранозид, епікатехін 3-O-p-
гідроксибензоат та епікатехін 3-O-(3,4-ди-О-
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Досліджували параметри росту культури трансформованих коренів, вміст загальних фенолів та
особливості синтезу фенольних сполук у культурах трансформованих коренів, що їх було одержано
з різних джерел експлантів гречки Fagopyrum esculentum за допомогою Agrobacterium rhizogenes
штам A4. Використовували методи отримання трансформованої культури коренів та визначення
загальних фенолів, газорідинної хроматографії, полімеразної ланцюгової реакції. Встановлено
зростання вмісту загальних фенолів у трансформованих коренях гречки з різних джерел експлантів
(корені, листки, стебла). У досліджуваних культурах ідентифіковано високий вміст хлорогенової, p-
гiдроксибензойної, р-анісової та кофейної кислот, що свідчить про можливість їх промислового
одержання. Максимальний ріст культури трансформованих коренів дорівнював 21,2 г/л у культурі
з коренями, 17,7 г/л — з листками та 14,6 г/л — зі стеблами на 3-й тиждень після перенесення.
Вбудовування гена rol B до трансформованих коренів у рослин гречки за допомогою Ri-плазмід
Agrobacterium rhizogenes було підтверджено за допомогою полімеразної ланцюгової реакції.
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метил)-галат. Вони характеризуються ви -
щою порівняно з рутином антиоксидантною
активністю [14, 15]. Поряд із цим на сьогод-
ні в літературі є мало даних стосовно вмісту
фенольних кислот, що також мають антиок-
сидантні властивості.

Відомо, що культура трансформованих
коренів має сильно диференційовані ткани-
ни і сприяє стабільному та екстенсивному
продукуванню вторинних метаболітів, тим-
часом як інші культури клітин рослин
є генетично та біохімічно нестійкими і син-
тезують корисні вторинні метаболіти пере-
важно у невеликій кількості [16]. 

Трансформовані корені, інфіковані Agro -
bac terium rhizogenes, характеризуються
висо кими темпами росту та генетичною ста-
більністю. Дослідження вмісту загальних
фенолів і продукції фенольних кислот у
куль турі трансформованих коренів F. escu-
lentum з коренями, стеблами, листками як
джерелами експлантата для трансформації
раніше не проводили. Культуру трансфор-
мованих коренів гречки (F. esculentum
Moench) досліджували стосовно параметрів
росту та певних шляхів трансформації
[17–19], однак дані щодо вмісту сполук
фенольної природи з екстрактів культури
трансформованих коренів F. esculentum
з різних джерел експлантів невідомі. Тому
метою роботи було визначення параметрів
росту культури трансформованих коренів,
вмісту загальних фенолів та синтезу феноль-
них сполук у культурах трансформованих
коренів, одержаних з різних джерел екс-
плантів гречки за допомогою Agrobacterium
rhizogenes штам A4.

Матеріали і методи

Стерилізація насіння та умови пророс-
тання 

Насіння гречки (сорт Антарія) було сте-
рилізовано промиванням поверхні в проточ-
ній воді з милом протягом 20 хв в асептич-
них умовах за ламінарного потоку повітря
в камері з промиванням 70%-м етанолом
протягом 1 хв і замочуванням на 20 хв
у 10%-му розчині гіпохлориту натрію.
Після замочування насіння тричі промива-
ли в стерильній дистильованій воді. П’ять
насінин розміщували базально на агарному
живильному середовищі Мурасіге–Скуга
(МС) [20] у чашках Петрі (100 х 15 мм).
Середовище МС із сахарозою (30 г/л) та ага-
ром (8 г/л), рН 5,8, стерилізували в автокла-
ві при 121 °С упродовж 25 хв. Насіння про-
ростало в ростовій камері у стандартних

умовах за дії люмінесцентної лампи з пото-
ком частинок розміром 35 мкмоль с–1м–2 та
16/8-годинним фотоперіодом при темпера-
турі 25 °C. 

Культивування Agrobacterium rhizoge-
nes

Культуру Agrobacterium rhizogenes штам
A4 витримували на живильному середовищі
MYA (5,0 г/л дріжджового екстракту, 0,5 г/л
казамінової кислоти, 8,0 г/л маніту, 2,0 г/л
сульфату амонію, 5,0 г/л NaCl та 15 г/л
агару) [21] протягом 48 год при 28 °С у тем-
ноті. Один клон вирощували упродовж 24 год
у 20 мл рідкого середовища MYA за 28 °C на
роторному шейкері при 100 об/хв у темноті. 

Культура трансформованих коренів 
Стебла, листки та корені відділили від

рослин, вирощених за умов in vitro (на 21-й
день) і використовували як експланти для
сумісного з А. rhizogenesis культивування.
Стебла (2 см), листки з черешками та корені
(2–3 см завдовжки та 3 мм завширшки) від-
ділили від загальної вегетативної маси рос-
лини. Потім кожен експлант окремо поміс-
тили в бактеріальну суспензію на 5 хв.
Експланти залишали на сухому стерильно-
му фільтрувальному папері для видалення
надлишку бактерій та інкубували в темноті
за 28 °C в колбі Ерленмеєра на 200 мл з дода-
ванням 50 мл розчину гормонів у середови-
щі МС із 30 г/л сахарози на роторному шей-
кері при 100 об/хв. Неінфіковані експланти
(контроль) культивували за аналогічних
умов. Після 24 год сумісного культивування
експлантів тканини перемістили на нове гор-
мональне середовище МС із 30 г/л та 500 мг/л
цефотаксиму для знешкодження бактерій,
а потім інкубували в темноті. Численні
трансформовані корені було одержано шля-
хом культивування упродовж 2 тижнів.
Транс фор мовані корені відокремили від екс-
плантів тканин і перенесли в темноті за 25 °С
на рідке середовище МС із гормонами. Після
повторного перенесення на свіже середови-
ще отримали швидкорослі культури транс-
формованих коренів. Потім ізольовані коре-
ні (300 мг) перенесли на 50 мл рідкого
середовища МС, що містило 30 г/л сахарози
у флаконах на 200 мл. Культуру трансген-
них коренів культивували при 25 °C на ро -
тор ному шейкері (100 об/хв) у ростовій
камері за стандартних 16/8 г умов фотопе-
ріоду. Після трьох тижнів культивування
культури трансгенних коренів було відібра-
но й визначено вміст загальних фенолів та
фенольних кислот. Для кожної культури
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аналізували шість колб і двічі повторювали
експеримент. 

Метод полімеразної ланцюгової реакції
(ПЛР) 

Геномну ДНК різних трансгенних культур
гречки було ідентифіковано методом ПЛР та
виділено за допомогою набору для екст -
ракції ДНК (мастер-R-комплект геномного
очищення ДНК, A1120, Promega, США).
ПЛР проводили із застосуванням детектую-
чого ампліфікатора ДТ-322. Геном ну ДНК,
використовувану як шаблон для ПЛР, було
виділено з коренів шляхом вирізання фраг-
ментів з інфікованих та неінфікованих рос-
лин (контроль). Для дослідження активнос-
ті гена rolB використовували праймери
5’-ACTATAGCAAACCCCTCCTGC-3¢ та 5¢-
TTCAGGTTTACTGCAGCAGGC-3, а також
амплікон розміром 652 п.н. (GmbH, Ульм,
Німеччина). Підсилення циклу було забезпе-
чено процесом денатурації при 95 °С протя-
гом 1 хв, відпалом — 55 °С, 1 хв, та синтезом —
72 °С, 1 хв. Після 30 повторів тер міч ного
циклу та кінцевої елонгації при 72 °C упро-
довж 5 хв продукти ампліфікації аналізува-
ли на 1,5%-му агарозному гелі. 

Підготовка зразків для визначення вміс-
ту сполук фенольної природи

Зразки отримували в два етапи. Спочат ку
0,02 г сухого матеріалу переносили в епен -
дорфи, додаючи 1 мл дистильованої води.
Зразки нагрівали 15 хв при 95 °С. Потім рос-
линний матеріал центрифугували 5 хв
(12 000 об/хв, 25 °С). Екстракт повторно пе -
ре  носили в новий епендорф. До супернатан-
та знову додавали 1 мл дистильованої води
і нагрівали 10 хв при 95 °С. Супернатант
центрифугували 5 хв (12 000 об/хв, 25 °C).
Екстракт знову переносили в новий епен-
дорф. Усі зразки було проаналізовано шість
разів. Вміст загальних фенолів визначали
з реагентом Фоліна [22]. 

Визначення складу фенольних кислот
за допомогою високоефективної рідинної
хроматографії

20 мг сухого рослинного матеріалу екс-
трагували 15 хв із 750 мкл 70%-го метанолу
в ультразвуковій бані (Sonorex цифровий
10p, Bandelin) на льоду. Зразки центрифугу-
вали 5 хв при 6 000 об/хв. Супернатанти від-
бирали, а зразки повторно екстрагували
двічі з 500 мкл 70%-го метанолу. На наступ-
ному етапі зразки доводили до 1 мл 40%-м
ацетонітрилом. Для фільтрації зразків вико-
ристовували фільтр 0,22 мкмоль, а потім

аналізували за допомогою високоефективної
рідинної хроматографії системою Dionex
P680A, що має насос, ASI-100 автоматизова-
не введення проби, колонку AcclaimPA C16
(3 мкм, 2,1×150 мм, Dionex) та PSA-100
фотодіод масиву детекторів (Dionex) і про-
грамне забезпечення Chromeleon 6.8 (Dio -
nex, США). Колонка працює при температу-
рі 35 °C. Рухома фаза складалась із 0,1%
фосфорної кислоти у високоочищеній воді,
що використовується у високоефективній
газорідинній хроматографії (елюент А), та
40% ацетонітрилу в цій воді (елюент Б) [23].
Багатоступінчастий градієнт застосовували
для всіх розділень з початкового об’єму
ін’єкції 40 мкл за швидкості потоку 0,4 мл/хв.
Ба гато ступінчатий градієнт виглядав таким
чином: 0–1 хв: 0,5% елюент В; 1–10 хв:
0,5–40% елюент В; 10–12 хв: 40% елюент В;
12–18 хв: 40–80% елюент В; 18–20 хв: 80%
елюент В; 20–24 хв: 80–99% елюент В;
24–30 хв: 99–100% елюент В; 30–34 хв:
100–0,5% елюент В; 34–39 хв: 0,5% елюент В.
Одночасний моніторинг було виконано за 290,
330 та 254 нм і швидкості потоку 0,4 мл/хв.
Кількість фенольних кислот розраховували
на основі піків при 290 нм проти стандартів
і з порівнянням спектрів газорідинної хро-
матографії [24]. Ідентифікацію та якісне оці-
нювання фенольних кислот здійснювали,
порівнюючи час пробігу та площі піків екс-
трактів щодо стандартів фенольних кислот
(хлорогенова, кофейна, корична, кумарова,
розмаринова та синапова).

Статистичну обробку даних здійснювали
за допомогою програми Excel. Повто рю ва -
ність дослідів була шестикратною. Досто вір -
ність різниці отриманих даних розраховано
з використанням статистичного аналізу
(ANOVA, SigmaStat 9,0).

Результати та обговорення

Культура трансформованих коренів
Культуру трансформованих коренів

(Fagopyrum esculentum Moench) отримували
з трьох різних джерел експлантів (корені,
листки і стебла), що були інокульовані шта-
мом A4 Agrobacterium rhizogenes. Після двох
днів сумісного з Agrobacterium rhizogenes
культивування експланти тканин було
трансформовано для вирощування на гормо-
нальному середовищі МС, що містить 500 мг/л
цефотаксиму для знешкодження А. rhizoge-
nes. Видимі корені сформувались у різних
експлантів після 5–7 днів на місці бакте -
ріальної ін’єкції. Через 10–14 днів інку -
бування корені росли швидшими темпами.
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Після чотирьох тижнів культивування
трансформовані корені з різних експлантів
вирізали з некротичних тканин експлантів
та пересівали на свіже середовище МС.
Ізольовані трансформовані корені з кожного
джерела культивували в рідкому середовищі
МС протягом трьох тижнів і досліджували їх
ріст в шести колбах щотижня. Під час періо-
ду культивування (рис. 1) суха маса коренів
збільшувалася з початкового рівня 0,3 г/л до
21,2 г/л. Максимальний ріст 21,2, 17,7 та
14,6 г/л було ідентифіковано через три тижні
в коренях, листках та стеблах відповідно.

Полімеразна ланцюгова реакція
Відомо, що ген rol B Ri-плазміди Agro bac -

te rium rhizogenes відповідає за індукцію
трансформації коренів у рослин. Аби встано-
вити включення rol-генів та виявити транс-
формацію, було проведено ПЛР за допомогою
праймерів, специфічних (або комплементар-
них) гену rol В (рис. 2), яка підтвердила, що
ген rol В був присутній у всіх трансформова-
них експлантах коренів, листків та стебел.

Вміст загальних фенолів
Результати досліджень показали зрос-

тання вмісту загальних фенолів у трансфор-
мованих коренях гречки з різних джерел
експлантів гречки звичайної. Найбільше
зростання було відзначено для трансформо-
ваних коренів гречки з листків та коренів.

Попередніми дослідженнями було пока-
зано, що вміст загальних фенолів зростав у
культурі трансформованих коренів шавлії
(Salvia miltiorrhiza) [25]. Також він був
вищий у культурі трансформованих коренів
анісу Pimpinella anisum L. (з коренів як дже-
рела експланту) [26]. Зростання продукції
фенолів було відзначено у трансформованих
коренів гречки звичайної, рівень продукції
відрізнявся у різних морфологічних феноти-
пів гречки татарської Fagopyrum tataricum
Gaertn [27].

Аналіз складу фенольних кислот
Трансформація коренів за допомогою

А. rhizogenes характеризується високими
темпами росту, генетичною стабільністю та
зростанням рівня певних гормонів. Це куль-
тури генетично трансформованих коренів,
які можуть продукувати підвищений рівень
вторинних метаболітів порівняно з рослина-
ми, що ростуть за нормальних умов [28].

Ізольовані трансформовані корені греч-
ки в рідкому середовищі відзначаються
високою продуктивністю рутину, глікозидів
та флавонолів [19]. Концентрація феноль-
них сполук у трансформованих коренях
гречки татарської була в кілька разів вищою
порівняно з контролем [29].

Відмінності в продуктивності фенольних
сполук у культурі трансформованих коренів
гречки було досліджено раніше [17, 18].
Культура трансформованих коренів гречки
Fagopyrum tataricum після 21 доби культи-
вування продукує (–)-епігалокатехін, хлоро-
генову та кавові кислоти, рутин [27].

Серед фенольних сполук особливе місце
посідають фенольні кислоти, які містяться

Рис. 1. Накопичення сухої маси
в трансформованих коренях гречки різних
джерел експлантів, вирощених на рідкому

середовищі МС упродовж трьох тижнів

Рис. 2. Аналіз результатів ампліфікації
фрагмента гена rol B з різних експлантів

трансформованих коренів гречки звичайної
Fagopyrum esculentum (Moench):

M — маркер молекулярної маси (652 п.н.); 1 —
стебло; 2 — листки; 3 — корені

M            1           2            3

Рис. 3. Вміст загальних фенолів
у трансформованих коренях гречки з різних

джерел експлантів гречки звичайної
Fagopyrum esculentum Moench:

(мг/г сухої речовини), ТК — трансформовані
корені
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в рослинах у вільній формі у вигляді гліко-
зидів і можуть бути інтегровані в більші
молекули у формі ефірів. Вони поширені як
депсиди — міжмолекулярні ефіри, що скла-
даються з однієї чи різних фенольних кис-
лот, зокрема кавової, кумарової, ферулової,
галової. Депсиди — це також хлорогенова,
а також ізохлорогенова, елагова, літоспер-
мова та розмаринова кислоти. Деякі феноль-
ні кислоти мають виражені антиоксидантні
властивості [30].

У культурі трансформованих коренів
гречки з різних джерел експлантів (корені,
листки та стебла) було ідентифіковано такі
фенольні сполуки: р-гідроксибензойна кис-
лота, хлорогенова кислота, ванілінова кис-
лота, кавова, р-кумарова, гесперитинова, 
р-анісова та цинамова кислоти (таблиця).
Також було виявлено високий вміст p-гід-
роксибензойної, гесперитинової та р-анісо-
вої кислот. Вміст фенольних кислот був різ-
ним у варіантах з різними джерелами
експлантів у культурі трансформованих
коренів. Так, для трансформованих коренів
гречки з коренів були характерні більш
високі показники акумуляції ідентифікова-
них фенольних кислот порівняно з культу-
рами трансформованих коренів гречки
з листків та стебел. Однак не для всіх куль-
тур трансформованих коренів гречки з різ-
них джерел експлантів було виявлено висо-
ку інтенсивність синтезу певних фенольних
кислот порівняно з контролем.

Показано, що p-гідроксибензойна кисло-
та підвищує непроникність клітинної стінки,
що призводить до збільшення опору інфек-
ції в культурі трансформованих коренів дур-
ману [31]. У трансформованих тканинах
дурману було виділено бактеріальний ензим
4-гідроксицинамол-КоА гідратазу / ліазу та
показано його зв’язок з накопиченням р-гід-
роксибензойної кислоти в розчинній формі
[32]. Це було також встановлено (390 мкг/г
сухої маси) для культури трансформованих
коренів Daucus carota після 7 діб інкубації.
У нашій роботі в культурі трансформованих
коренів гречки F. esculentum з коренями як
джерелом експланта вміст розчинної р-гід-
роксибензойної кислоти збільшився на 12%
порівняно з контролем і становив відповідно
0,455 мкг/г сухої маси.

Хлорогенова кислота є поширеним рос-
линним метаболітом, який активується
захисною системою за певних форм стресу
[33]. 

Аналіз метанольних екстрактів культу-
ри трансформованих коренів ехінацеї пур-
пурної за допомогою високоефективної
рідинної хроматографії показав високий
вміст хлорогенової кислоти (0,93 мг/г сухої
речовини) [34]. Також високий вміст хлоро-
генової кислоти було встановлено в екстрак-
тах культури трансформованих коренів
Lactuca virosa [35]. У культурі трансформо-
ваних коренів F. esculentum виявлено
в 3 рази вищу кількість хлорогенової кислоти

Вміст фенольних кислот у трансформованих коренях з різних джерел експлантів гречки звичайної
(Fagopyrum esculentum Moench) (мг/г сухої речовини)

Фенольні кислоти Контроль

Культура
трансформованих

коренів гречки
(корені)

Культура
трансформованих

коренів гречки
(листки)

Культура
трансформованих

коренів гречки
(стебла)

р-гідроксибензойна кислота 0,399+0,016 0,455+0,023* 0,441+0,018* 0,432+0,0193*

Кофеїнова кислота 0,013+ 0,002 0,025+0,003* 0,025+0,005* 0,023+0,019*

Хлорогенова кислота 0,035+0,007 0,115+0,008* 0,109+0,010* 0,103+0,006*

Ванілінова кислота 0,024+0,002 0,029+0,003* 0,025+0,002 0,025+0,002

р-кумарова кислота 0,013+0,002 0,020+0,007 0,018+0,004* 0,016+0,005

Гесперитинова кислота 0,11+0,002 0,116+0,002 0,110+0,004 0,109+0,003

р-анісова кислота 3,43+0,180 3,891+0,250* 3,752+0,198* 3,560+0,201

Цінамова кислота 0,035+0,006 0,042+0,014 0,034+0,008 0,038+0,007

Примітка: *Р £ 0,05 порівняно з контролем.
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порівняно з контролем. Максимальний
вміст хлорогенової кислоти був у культурі
трансформованих коренів з коренями як
джерелом експлантів (0,115 мг–1 г сухої
маси). Вміст р-анісової кислоти збільшився
на 12%, а кавової кислоти — вдвічі в куль-
турі трансформованих коренів з коренями
порівняно з контролем. Значне збільшення
вмісту р-анісової та кавової кислот
спостерігали у варіантах культури транс-
формованих коренів з джерелом експланту
з листків та стебел, а також і в культурі
трансформованих коренів, яку було отрима-
но після щеплення зі стерильними молоди-
ми стеблами Fagopyrum tataricum з Agrobac -
terium rhizogenes R1000 [27]. Кавову
кислоту було ідентифіковано в етанольних
екстрактах культури трансформованих
коренів Salvia miltiorrhiza як сполуку з про-
тимікробною та протигрибковою активніс-
тю [36].

Вміст ванілінової, р-кумарової, геспери-
тинової та цинамової кислот як у культурі
трансформованих коренів експлантів різних
джерел (корені, листки та стебла), так і в кон -
трольних варіантах був без суттєвих змін. 

Таким чином, результати досліджень
продемонстрували, що культура трансфор-

мованих коренів є альтернативним засобом
одержання р-гідроксибензойної, хлорогено-
вої, кавової та р-анісової кислот з F. esculen-
tum. З метою поліпшення вмісту вторинних
метаболітів для продукування за умов in
vitro важливим чинником є вибір оптималь-
них джерел експлантів з культури транс-
формованих коренів.

Доведено отримання культури трансфор-
мованих коренів із різних джерел експлан-
тів (корені, листки та стебла) з гречки зви-
чайної. У разі культивування в рідкому
середовищі культури показали стабільний
ріст та накопичення біомаси. Окрім того,
культура трансформованих коренів синте-
зує фенольні кислоти і характеризується
підвищеним вмістом загальних фенолів.
У досліджуваних культурах було ідентифі-
ковано високий вміст хлорогенової, p-гiд-
роксибензойної, р-анісової та кофейної кис-
лот. Ці культури є альтернативним засобом
одержання фенольних кислот з F. esculen-
tum. Молекулярний аналіз ПЛР підтвердив
факт вбудовування гена rol B у транс -
формовані корені гречки R-плазмідами
Agrobac te rium rhizogenes. 
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трансформированных корней, содержание
общих фенолов и особенности синтеза фенольных
соединений в культурах трансформированных
корней, полученных из разных источников
експлантов гречки с помощью Agro bacterium
rhizogenes штамм A4. Использовали методы
получения трнасформированной культуры
корней, определения общих фенолов, газо-
жидкостной хроматографии, полимеразной
цепной реакции. Установлено повышение
содержания общих фенолов в трансформиро-
ванных корнях гречки из разных источников
эксплантов. В исследуемых культурах было
идентифицировано высокое содержание хло-
рогеновой, p-гидроксибензойной, p-анисовой и
кофейной кислот, что свидетельствует о воз-
можности их промышленного получения.
Максимальный рост культуры трансформиро-
ванных корней был равен 21,2 г/л в культуре с
корнями, 17,7 г/л — с листьями и 14,6 г/л —
со стеблями на 3-ю неделю после транспланта-
ции. Встраивание гена rol B в трансформиро-
ванные корни растений гречихи с помощью Ri-
плазмид Agrobacterium rhizogenes подтвержде-
но с помощью полимеразной цепной реакции.

Ключевые слова: Fagopyrum esculentum
Moench, фенолы, фенольные кислоты, Agro -
bac terium rhizogenes, культура трансфор ми -
рованных корней.

THE PHENOLS ACCUMULATION 
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The growth parameters of transformed root
cultures, total phenolic content and phenolic
acids composition has been studied in root cultu-
res, which were obtained from various explants
of buckwheat by Agrobacterium rhizogenes stra-
ins A4. The methods of obtaining of the trans-
formed root cultures, total phenol estimation,
gas-liquid chromatography and polymerase
chain reaction has been used. Elevated levels of
total phenols in transformed roots of buckwheat
from different sources of explants have been
found. The high content of chlorogenic, p-hydro-
xybenzoic, p-anisic and caffeic acids has been dis-
covered in the root cultures, which can be used
for their industrial production. Maximal root
growth was equal 21.2 g/l of dry weight in the
roots as source for root culture, 17.7 g/l with
leaves and 14.6 g/l with stems at 3 week after
placement. Molecular analysis by polymerase
chain reaction amplification was confirmed that
the rol B gene (652 bp) which transferred into
hairy roots from Ri-plasmid in Agrobacterium
rhizogenes is responsible for induction of root
from plant species. 

Key words: Fagopyrum esculentum Moench.,
phenols, phenolic acids, Agrobacterium rhizo-
genes, roots. 
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Генетична трансформація є стресовим
чинником стосовно рослини і може спричи-
нювати певні зміни біохімічних процесів.
Однією з них є підвищення синтезу і накопи-
чення запасних сполук, зокрема поліфрукта-
нів [1]. Трансгенні корені можуть бути джере-
лом отримання поліфруктанів, у тому числі
інуліну, оскільки використання біотехноло-
гічних методів дає змогу підвищити синтез
цих сполук. Фруктани — полісахариди, моле-
кула яких побудована із залишків D-фрукто-
зи. Їх застосовують у харчовій промисловості
та в медицині, однак зараз лише інулін вироб-
ляють у великих обсягах. Фруктани викорис-
товують як дієтичну добавку до раціону за
порушень вуглеводного, ліпідного обміну та
обміну кальцію [2−4], при дисбактеріозах [5−
7], а також онкозахворюваннях [8, 9]. Інулін є
повноцінним замінником глюкози, має гіпо -
глікемічні властивості, знижує вміст холесте-

ролу та тригліцеридів у крові хворих на діабет
[10]. Фруктани є так званими харчовими
волокнами і мають якості сорбенту, що спри-
яє виведенню токсичних речовин зі шлунко-
во-кишкового тракту [11]. 

Фруктани отримують зазвичай з природ-
ного рослинного матеріалу. Разом з тим
вони також у значній кількості накопичу-
ються в «бородатих» коренях [12, 13], які
у разі розроблення оптимальної технології
культивування та екстрагування можуть
бути технологічним джерелом одержання
необхідних сполук. Раніше нами було
визначено вплив умов вирощування in vitro
на накопичення фруктанів у «бородатих»
коренях цикорію  [13]. Розроблення методи-
ки ефективного виділення і фракціонування
фруктанів є продовженням цих досліджень
з метою отримання поліфруктанів з культи-
вованих in vitro коренів.

УДК 53.03.13.21: ХХ.01.77: 69.09.07.07

ОПТИМІЗАЦІЯ ЕКСТРАГУВАННЯОПТИМІЗАЦІЯ ЕКСТРАГУВАННЯ ФРУКТАНІВФРУКТАНІВ
ІЗ КУЛЬТИВОВАНИХ ІЗ КУЛЬТИВОВАНИХ in vitroin vitro
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Досліджували залежність ефективності екстрагування фруктанів від тривалості попереднього
замочування, температури і тривалості високотемпературної екстракції. Для дослідження
використовували висушені й подрібнені трансгенні корені цикорію Cichorium intybus L. сорту Пала
росса, одержані шляхом трансформації з використанням Agrobacterium rhizogenes із вектором
pCB161. Застосовували низько- та високотемпературне екстрагування: без нагрівання за +22 °С
протягом 0,5; 1 і 24 год та з нагріванням при +70 °С; 80 °С і 90 °С упродовж 10; 20 і 30 хв.
Фракціонування фруктанів здійснювали двома шляхами: розділенням фракцій кристалізацією —
високомолекулярною за +4 °С та відділенням низькомолекулярною екстракцією 95%-м етанолом.
Для визначення концентрації фруктанів у екстрактах послуговувалися методом Мак-Рері і Слаттері.

На підставі експериментальних даних було побудовано математичну модель процесу екстра гу -
ван ня фруктанів, перевірено її адекватність за допомогою критерію Фішера та коефіцієнта
детермінації, встановлено оптимальні параметри екстракції з використанням методів лінійного
програмування. Екстрагування протягом 30 хв при 90 °С без попереднього замочування визначено як
найбільш технологічне, що дає змогу екстрагувати основну масу фруктанів із трансгенних коренів
(146 ± 8,77 мг/г сухої маси коренів).

Оптимальним режимом виділення фруктанів з культури «бородатих» коренів цикорію є екстра гу -
ван ня за температури +90 °С упродовж 30 хв; тривалість попереднього замочування не впливає на
ефективність екстракції. Найбільш ефективним режимом отримання низько- та високомолекулярної
фракцій фруктанів із трансгенних коренів цикорію є двоступінчасте екстрагування 95%-м етанолом
за +80 °С та водою при +90 °С; тривалість кожного етапу становила 30 хв.
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Матеріали і методи

В експериментах застосовували «борода-
ті» корені цикорію C. intybus сорту Пала
росса, які було отримано нами раніше [12].
Корені вирощували на агаризованому без-
гормональному середовищі Мурасіге−Скуга
[14] зі зменшеною вдвічі концентрацією
макроелементів (1/2 MS) за температури
24 °С протягом шести тижнів. Для екстрагу-
вання фруктанів корені промивали, висушу-
вали до постійної маси, перетирали у ступці
(діаметр частинок менше 1 мм) і використо-
вували для подальших досліджень.

Для екстрагування фруктанів по 50 мг
висушених та розтертих коренів вміщували
в епендорфи, додавали по 1 мл дистильова-
ної води і витримували за температури 22 °С
протягом 0,5, 1 та 24 год (низькотемпера-
турне екстрагування). Після цього проводи-
ли теплову екстракцію фруктанів на водяній
бані за температури 70, 80 і 90 °С упродовж
10, 20 і 30 хв. Екстракт відділяли центрифу-
гуванням протягом 5 хв, 15 000 об/хв (у всіх
експериментах використовували мікроцен-
трифугу Eppendorf 5415C). 

З метою фракціонування фруктанів про-
водили 2 варіанти досліду: 1) розділення
фракцій осаджуванням високомолекуляр-
ної фракції (ВМФ) при температурі +4 °С;
2) відділення низькомолекулярної фракції
(НМФ) екстрагуванням за допомогою етано-
лу. Для реалізації першого варіанта відділя-
ли надосадову рідину водних екстрактів,
отриманих після нагрівання при 90 °С про-
тягом 30 хв. Визначаючи вплив наявних
центрів кристалізації на ефективність екс-
трагування, в епендорфи з 0,5 мл надосадо-
вої рідини додавали 15 крупинок активова-
ного вугілля (діаметром близько 1 мм) і
вміщували в холодильну камеру (+4 °С) для
кристалізації ВМФ на поверхні вугілля.
Через 7 діб вугілля ВМФ відділяли центри-
фугуванням протягом 5 хв, 15 000 об/хв. 

Щоб розчинити фруктани, адсорбовані
на поверхні вугілля або осаджені на стінках
ємності, в епендорфи додавали 0,5 мл води
та інкубували на водяній бані (90 °С, 30 хв),
далі центрифугували протягом 5 хв при
15 000 об/хв. Надосадову рідину відбирали
та визначали концентрацію фруктанів.

Для реалізації другого варіанта досліду
висушені корені зважували, додавали 1 мл
етанолу, інкубували на водяній бані за 80 °С
протягом 30 хв для екстрагування НМФ
фруктанів, центрифугували упродовж 5 хв
при 15 000 об/хв. Надосадову рідину від -
бирали для визначення концентрації фрук-
танів.

Для екстракції ВМФ до осаду додавали
1 мл дистильованої води і витримували на
водяній бані протягом 30 хв при температурі
90 °С, центрифугували 5 хв за 15 000 об/хв.
Надосадову рідину відбирали для визначен-
ня кількості фруктанів.

Концентрацію фруктанів у екстрактах
визначали із застосуванням методу Мак-
Рері і Слаттері [15]. Для цього в епендорфи з
0,5 мл екстракту додавали 0,5 мл 0,1%-го
спиртового розчину резорцину і 0,5 мл 80%-
го розчину HCl, перемішували і ставили на
водяну баню (80 °С, 20 хв). Потім визначали
оптичну густину розчинів за допомогою
ФЕК (Eppendorf BioPhotometer plus) за
довжини хвилі 550 нм. Концентрацію фрук-
танів оцінювали за калібрувальним графі-
ком (калібрування за фруктозою).

Усі визначення проводили в десятикрат-
ній повторюваності. Статистичну обробку
отриманих даних здійснювали в системі
електронних таблиць Microsoft Excel, рівень
вірогідності Р £ 0,05.

Результати та обговорення

У ході експериментів було отримано дані
щодо залежності кількості екстрагованих
фруктанів від тривалості попередньої екс-
тракції при температурі +22 °С (Т1), темпе-
ратури теплової екстрації (t°) та її тривалос-
ті (Т2) (рис. 1).

З наведених діаграм видно, що трива-
лість попереднього замочування рослинного
матеріалу при температурі +22 °С практич-
но не впливає на вихід фруктанів за режиму
високотемпературної екстракції +90 °С про-
тягом 30 хв. 

У процесі екстрагування при температурі
70 °С (попереднє замочування коренів упро-
довж 24 год) вихід фруктанів був наймен-
шим і становив за екстракції протягом 10,
20 та 30 хв 74 ± 1,69, 77 ± 1,61 та 86 ± 5,82 мг/г
маси відповідно. Підвищення температури
екстракції до +90 °С призводило до підви-
щення концентрації фруктанів у екстрактах
в 1,7 раза порівняно з екстрагуванням при
+70 °С упродовж 30 хв. Подальше підвищен-
ня температури екстрагування (до +95 °С) не
спричинювало достовірного збільшення
концентрації екстрагованих фруктанів. За
збільшення тривалості температурної екс-
тракції з 10 до 30 хв при +70 °С та +80 °С
концентрація фруктанів у екстрактах зрос-
тала відповідно в 1,16 та 1,53 раза. Разом з
тим збільшення тривалості температурної
екстракції при +90 °С достовірно не підви-
щувало вихід екстрагованих фруктанів. 
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Максимальна кількість екстрагованих
фрук та нів за температури +90 °С протягом 30 хв
ста но вила 146 ± 8,77 мг/г сухої маси коренів.

Отримані дані було використано для
побудови математичної моделі процесу екс-
трагування та теоретичного визначення
оптимальних параметрів цього процесу (ста-
тистичні обрахунки результатів експеримен-
ту проводили в системі електронних таблиць
Microsoft Excel). У роботі наведено методику
оптимізації, яка базується на поєднанні двох
методів: кореляційно-регресійного аналізу
та вибору оптимального плану.

Узагальнюючи існуючі підходи до опти-
мізації статичних процесів, було діагносто-
вано відсутність методики, яка б комплекс-
но забезпечувала розв’язання таких задач:

1) встановлення форми зв’язку між
результативною ознакою процесу і набором
факторних ознак;

2) визначення відповідних коефіцієнтів
регресії;

3) знаходження найбільш прийнятних
факторів для досягнення необхідного
результату (розв’язання задачі оптимально-
го планування з використанням методів
лінійного програмування).

Для вирішення поставлених завдань
доцільно використовувати узгоджене поєд-
нання таких інструментів статистичного
аналізу MS Excel:

1. Пакет статистичних функцій «Регре сія».
2. Сервіс «Пошук рішення».
3. Параметри процесу, які визначають за

допомогою інструмента «Регресія».
Після апроксимації експериментальних

даних поліномом третього порядку отрима-
но рівняння множинної регресії (Т1 — три-
валість попередньої екстракції при темпера -

ту рі +22 °С, Т2 − тривалість теплової екс-
тракції, t° — температура екстракції):

С = 12,395·t° + 22.549·Т1
2 – 0,318·t° 2 –

0,01·Т2
2 – 0,938·Т1

2 + 0,002·t°2 + 0,001·Т2
2.

Пропонована залежність має найкращі,
порівняно з іншими дослідженими рівнян-
нями, статистичні характеристики щільнос-
ті зв’язку (R = 0,9919) та істотність зв’язку
на основі критерію Фішера (F). Зв’язок
є істотним з рівнем значущості α (0, 05;
0,01; 0,001), тобто цю модель можна вико-
ристовувати для отримання прогнозних зна-
чень та прийняття рішень. Для запропоно-
ваної моделі F становить 1298, що на два
порядки перевищує табличні значення.

Інструмент сервісу «Пошук рішення»
дає змогу розв’язувати задачі лінійного про-
грамування (ЛП) будь-якого рівня складнос-
ті. Послідовність застосування цього інстру-
мента відповідає послідовності поставлення
задачі ЛП:

– встановлення критерію оптимізації
(максимум, мінімум, значення);

– встановлення обмежень параметрів
процесу.

Критерієм оптимізації в даному досліді
є максимум кількості екстрагованих фрук -
танів.

У результаті використання сервісу
«пошук рішення» було встановлено, що при
Т1 = 12,7 год корені вбирають максимальну
кількість вологи, і подальше збільшення
цього параметра не впливає на зміну цільо-
вої функції.

Таким чином, з використанням побудова-
ної математичної моделі процесу екстракції
фруктанів теоретично обрано оптимальний
режим екстрагування. Отримані експери-
ментальні дані підтвердили правильність

Рис. 1. Залежність кількості екстрагованих фруктанів від температури (tо) і тривалості теплової
екстракції (Т2): 

тривалість попередньої екстракції (Т1) при температурі +4 °С: а — 0,5 год; б — 1 год; в — 24 год 
(Р £ 0,05)

а вб
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наведених вище теоретичних розрахунків.
Визначено, що за режиму теплової екстракції
протягом 30 хв при температурі +90 °С екстра-
гується максимальна кількість фруктанів
незалежно від часу попереднього замочування
рослинного матеріалу за температури +22 °С.

Наступним кроком експерименту було
розроблення технології розділення НМФ
і ВМФ. Після аналізу наявних методів
фракціонування фруктанів нами було виді-
лено дві основні групи. Перша ґрунтується
на різниці температур кристалізації ВМФ і
НМФ фруктанів. Розділення ВМФ та НМФ
доцільно здійснювати в температурному діа-
пазоні від +1 °С до +4 °С [16]. Для збільшення
кількості центрів кристалізації й ефектив -
нішого розподілення рідкої та криста лічної
фаз нами запропоновано використовувати
активоване вугілля.

Друга група методів базується на відмін-
ності в розчинності ВМФ і НМФ у етанолі
[17, 18]. Проте ці методи мають низку недо-
ліків. Так, екстрагування відбувається
в присутності кислоти, що може призводити
до гідролізу ВМФ. При цьому використову-
ють етанол низьких концентрацій, що спри-
чинює великі втрати високомолекулярної
фракції. Водночас відомо, що ВМФ нероз-
чинні в 95%-му етанолі навіть під час нагрі-
вання [15, 19]. Очевидною є необхідність
модифікації наявних методик з метою їх
оптимізації та підвищення ефективності
екстрагування і розділення низькомолеку-
лярних та високомолекулярних фруктанів.
Нами було застосовано методики фракціону-
вання фруктанів з кристалізацією ВМФ за
зниження температури +4 °С та відділення
НМФ шляхом екстрагування з використан-
ням етанолу в концентрації 95%. 

У результаті проведення експерименту із
фракціонування фруктанів за допомогою
кристалізації ВМФ за низьких температур
було отримано такі дані (рис. 2). Додавання
активованого вугілля як центрів кристаліза-
ції призводило до значного підвищення в
екстрактах вмісту високомолекулярних
фруктанів. Однак достовірного зменшення
вмісту НМФ не спостерігали. Без викорис-
тання додаткових центрів кристалізації
вихід ВМФ становив 3% від загальної кіль-
кості фруктанів, а з додаванням активовано-
го вугілля вихід ВМФ вдалося підвищити до
14% від їх загального вмісту.

У разі застосування 95%-го етилового
спирту для розділення ВМФ та НМФ фрукта-
нів вміст НМФ досягав 128,6 ± 7 мг/г маси
коренів, а ВМФ — 29,5 ± 1,9 мг/г маси, що
становить 18% від загального вмісту екстра-
гованих фруктанів.

Таким чином, завдяки використанню
95%-го етилового спирту для фракціонуван-
ня фруктанів ефективність процесу екстра-
гування ВМФ була вищою, ніж з активова-
ним вугіллям — відповідно 18% та 14% від
загального вмісту фруктанів у коренях.

Із застосуванням методу побудови мате-
матичної моделі теоретично на основі запро-
понованої нами методики, яка включає
етапи побудови моделі процесу й автоматич-
ний підбір оптимальних значень регульова-
них параметрів процесу, було визначено
оптимальні умови екстрагування фруктанів
із культури «бородатих» коренів C. intybus
та експериментально підтверджено пра-
вильність отриманих розрахунків. Дослі -
джено вплив таких параметрів, як трива-
лість попереднього замочування рослинного
матеріалу, температура та тривалість екс-
тракції під час нагрівання. Показано, що за
режиму водної екстракції протягом 30 хв
при 90 °С екстрагується основна маса фрук-
танів незалежно від тривалості попередньо-
го замочування. 

Встановлено, що фракціонування низь-
ко- та високомолекулярних фруктанів за
допомогою 95%-го етанолу є більш ефектив-
ним для підвищення вмісту екстрагованої
ВМФ і дає змогу отримати її в кількості 18%
від загального вмісту. Визначено, що мето-
дики, які базуються на різницях температур
кристалізації двох фракцій фруктанів,
є менш ефективними.

Таким чином, у результаті експерименту
було розроблено методику ефективного екс-

Рис. 2. Вміст низько- та високомолекулярних
фруктанів за фракціонування з використанням

активованого вугілля (+4 °С) 
(Р £ 0,05)



Експериментальні статті

87

трагування фруктанів із «бородатих» коре-
нів цикорію, яка передбачає подрібнення,
екстрагування 95%-м етанолом упродовж
30 хв при температурі +22 °С; центрифугу-
вання (супернатант — фракція НМФ);
повторне екстрагування водою протягом 30 хв

за температури 90 °С; центрифугування
(супернатант — фракція ВМФ). Це дає змогу
екстрагувати фруктани у кількості 158 мг з
1 г коренів, а також отримати фракцію ВМФ
у кількості 18% від загального вмісту фрук-
танів.
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ОПТИМИЗАЦИЯ ЭКСТРАКЦИИ
ФРУКТАНОВ ИЗ КУЛЬТИВИРОВАННЫХ
in vitro «БОРОДАТЫХ» КОРНЕЙ ЦИКОРИЯ

К. С. Мазник
Н. А. Матвеева 

Институт клеточной биологии и генетической
инженерии НАН Украины, Киев

E-mail: joyna56@gmail.com

Исследовали зависимость эффективности
экстрагирования фруктанов от продолжитель-
ности предварительного замачивания, темпера-
туры и продолжительности высокотемператур-
ной экстракции. Для исследования ис пользовали
высушенные и измельченные трансгенные
корни цикория Cichorium intybus L. сорта Пала
росса, полученные путем трансформации
с использованием Agrobacterium rhizogenes
с вектором pCB161. Применяли низко- и высо-
котемпературную экстракцию: без нагрева
при +22 °С в течение 0,5; 1 и 24 ч и с нагревом
при +70 °С, 80 °С и 90 °С в течение 10, 20 и 30 мин.
Фракционирование фруктанов осуществляли
двумя способами: разделением фракций путем
кристаллизации — высокомолекулярной при
+4 °С и отделением низкомолекулярной экс-
тракцией 95%-м этанолом. Для определения
концентрации фруктанов в экстрактах приме-
няли метод Мак-Рери и Слаттери. На основа-
нии экспериментальных данных была
построена математическая модель процесса
экстракции фруктанов, проверена ее адекват-
ность с помощью критерия Фишера и коэффи-
циента детерминации, определены оптималь-
ные параметры процесса экстракции с
использованием методов линейного програм-
мирования. Экстрагирование в течение 30 мин
при 90 °С без предварительного замачивания
определено как наиболее технологичное, по зво -
ляющее экстрагировать основную массу фрук-
танов из трансгенных корней (146 ± 8,77 мг/г
сухой массы корней).

Оптимальным режимом выделения фрукта-
нов из культуры «бородатых» корней цикория
является экстрагирование при температуре
+90 °С в течение 30 мин, продол жительность
предварительного замачивания не влияет на
эффективность экстракции. Наиболее эффек-
тивным режимом получения низко- и высоко-
молекулярной фракций фруктанов из трансген-
ных корней цикория является двух ступенчатое
экстрагирование 95%-м этанолом при +80 °С
и водой при +90 °С; продолжительность каждо-
го этапа составляла 30 мин.

Ключевые слова: фруктаны, Cichorium intybus
L., фракционирование, оптимизация экстра -
ги рования.

OPTIMIZATION OF FRUCTANS 
EXTRACTION FROM in vitro CULTIVATED

CHICORY ‘HAIRY’ ROOTS

K. S. Maznik
N. A. Matvieieva

Institute of Cell Biology and Genetic
Engineering of National Academy of Sciences 

of Ukraine, Kiyv

E-mail: joyna56@gmail.com

Dependence of efficiency of fructans extrac-
tion on soaking time, temperature and time of
high temperature extraction was investigated.
Dried and powdered chicory Cichorium intybus L.
cv Pala rossa «hairy» roots obtained by
Agrobacterium rhizogenes-mediated transforma-
tion with pCB161 vector were used for study.
There were used low- and high-temperature
extractions  without heating at +22 °C during
0.5; 1 and 24 hours and with heating at +70 °C,
+80 °C and +90 °C during 10, 20 and 30 minutes.
Fructans fractionation was conducted by two
ways: separation of high molecular weight frac-
tion by crystallization at +4 °C and low molecu-
lar weight separation by extraction with 95%
ethanol. To determine fructans concentration in
the extracts McRary and Slattery method was
used. Based on the experimental data, a mathe-
matical model of fructan extraction process was
created. Its adequacy was tested with the Fisher
criterion and coefficient of determination.
Optimal parameters of the extraction process
chosen using the methods of linear programming
were determined. Extraction for 30 minutes at
90 °C without soaking identified as the most
tech nological one. It allowed to extract fructans
general amount from transgenic roots (146 ±
8,77 mg/g of root dry weight). Optimal regime of
fructan obtaining from chicory «hairy» roots is
extraction at +90 °C for 30 min. Preliminary
soaking time does not affect any effectiveness
for such extraction. The most effective mode of
obtaining of low- and high molecular fractions of
fructans from transgenic chicory roots is two-
stage extraction with 95% ethanol at +80 °C and
water at +90 °C with the duration of each stage
of 30 minutes.

Key words: optimization, fructans, Cichorium
intybus L., extraction, optimized fractionation.
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Каталаза (КФ 1.11.1.6) є компонентом
комплексного ензиматичного захисту орга-
нізму за умов оксидативного стресу. Головна
її функція — розщеплення пероксиду водню
на воду та молекулярний кисень, а також
участь у ряді окиснювально-відновлюваль-
них реакцій за участю різноманітних суб-
стратів [1]. 

Завдяки високій каталітичній активнос-
ті ензиму та його мультифункціональністі,
каталаза набула широкого застосування в
різних галузях промисловості, сільського
господарства та в медицині. Зокрема, її
використовують у процесах деградації
залишкових кількостей пероксиду водню
в технологіях легкої, хімічної та харчової
промисловості, як компонент біосенсорів
для кількісного визначення вмісту перокси-
ду водню та етанолу [2–4]. Каталазу застосо-
вують для створення антиоксидантних пре-
паратів ензимів, а також у клінічній
діагностиці в складі диференційно-діагнос-
тичних живильних середовищ для виявлен-
ня та обліку патогенних і умовно-патоген-
них мікроорганізмів [5]. 

Уперше виділено й досліджено власти-
вості промислового препарату каталази
з клі тин печінки тварин, який, однак,
є високовартісним. Розроблено методи виді-

лення каталази з мікроміцетів родів
Penicillium та Aspergillus. Проте відомо, що
цвілеві гриби синтезують вторинні метаболі-
ти — мікотоксини, які є токсичними для
інших живих організмів. А оскільки ката-
лаза є широко використовуваним ензимом,
це зумовило активний пошук його проду-
центів серед різних груп організмів [6–10].

Останнім часом у біотехнології сформу-
вався новий напрям — фармацевтична міко-
логія — наука, що вивчає шляхи практичного
використання грибів, у т. ч. й базидіальних
[1, 6, 11]. Переваги цих грибів перед мікро-
організмами полягають у тому, що вони
здатні до росту і синтезу багатьох класів біо-
логічно активних речовин (БАР) на відносно
дешевих живильних середовищах в умовах
поверхневого і глибинного культивування.
При цьому вони не дають спороношення на
стадії вегетативного росту, що знижує небез-
пеку професійних захворювань у біотехно-
логічному виробництві. Одержання грибних
екзометаболітів не потребує значних витрат,
а за деякими властивостями (оптимум рН
і температури) вони є більш близькими до
тваринних [1].

Важливе місце серед БАР базидіальних
грибів посідають антиоксидантні оксидоредук -
тази. Можливість синтезу позаклітинних
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Досліджували динаміку росту та каталазну активність штамів базидіоміцетів за їх поверхневого
культивування на глюкозопептонному середовищі. Об’єктами вивчення були 57 штамів, 5 із яких
належать до 5 видів порядку Polyporales, а 52 — до 7 видів порядку Agaricales. З метою вивчення
динаміки росту використовували ваговий метод визначення накопичення абсолютно сухої біомаси.
Каталазну активність і вміст протеїну в міцелії та культуральному фільтраті визначали
спектрофотометрично і на основі отриманих даних розраховували питому каталазну активність.
Встановлено рівень накопичення біомаси та каталазної активності досліджених штамів на 9- й 12-ту
добу культивування, а також здатність більшості грибів до синтезу переважно позаклітинної
каталази. Результати дослідження дали змогу відібрати штами — активні продуценти каталази,
зокрема F. velutipes F-2 та P. ostreatus Р-208, які є перспективними для використання в біотехнології
одержання препаратів ензимів. 
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ензимів базидіоміцетами дає змогу викорис-
товувати їх для отримання цільових недоро-
гих метаболітів. Окрім того, ці гриби можна
культивувати на легкодоступних та віднос-
но дешевих живильних середовищах і про-
мислових відходах рециклічних технологій.
Однією з важливих особливостей цих проду-
центів є відсутність спороношення на стадії
вегетативного міцелію, що забезпечує безпе-
ку їх культивування [12]. 

Метою роботи було встановлення та порів-
няння динаміки росту і каталазної активнос-
ті базидіальних грибів та відбір активних
штамів — продуцентів цього ензиму.

Матеріали і методи

Об’єктами дослідження були 57 штамів
із колекції культур шапинкових грибів
кафедри фізіології рослин Донецького
національного університету, що належать
до 12 видів відділу Basidiomycota, порядку
Polyporales: штами Daedalea quercina Fr.
Dq-08, Fomes fomentarius (L. ex Fr.) Gill. T-10,
Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.) P. Karst. Gl-2,
Irpex lacteus Fr. Il-4k, Laetiporus sulphureus
(Bull.) Murrill. Ls-08; порядку Agaricales:
штами Agrocybe aegerita Fayod. 167, 218,
960, Fistulina hepatica Schff. ex Fr. Fh-08,
Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) Sing. F-03,
F-06, F-073, F-1, F-10, F-102, F-104, F-107,
F-112, F-2, F-202, F-204, F-vv, F-610,
Pleurotus citrinopileatus Singer. Р-сіtr.,
Pleurotus eryngii (DC.: Fr.) Quél. P-er,
Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm. D-
140, Hk-35, P-004, P-01, P-035, P-039, P-
081, P-082, P-083, P-087, P-088, P-089, P-
105, P-107, P-12к, P-191, P-192, P-203,
P-206, P-208, P-209, P-210, P-6v, P-кл, Р-14,
Р-4к, Р-91, Р-94, Р-998, P-447, P-2175,
Sсhizophyllum commune Fr.: Fr. Sc-10.
Переважну більшість інтродукованих шта-
мів (88%) виділено в чисту культуру з дико-
ростучих плодових тіл базидіоміцетів, зібра-
них в різних місцевостях Донецької області,
систематичне положення встановлено згід-
но з даними літератури [13].

З метою вивчення каталазної активності
(КА) дослідні штами культивували повер-
хнево в колбах Ерленмеєра на глюкозопеп-
тонному живильному середовищі (ГПС, рН
6,5±0,2) об’ємом 50 мл такого складу (г/ л):
глюкоза — 10,0; пептон — 3,0; КН2РО4 — 0,6;
К2НРО4 — 0,4; MgSO4·7H2O — 0,5; CaCl2 —
0,05; ZnSO4·7H2O — 0,001. Інокулюмом слу-
гували 10-денні міцеліальні культури штамів
на сусло-агарі. Температура культивування
становила 27,5 °С. Строк ферментації —

12 діб, це зумовлено недоцільністю довго -
строкового культивування продуцентів та
максимумом каталазної активності саме
в пе ріод експоненціального росту, що дове-
дено в попередніх дослідженнях [12]. Мате -
ріалами для дослідів були гомогенізований
міцелій (МГ) та культуральний фільтрат
(КФ), які одержували таким чином. Міцелій
при 5±1 °С відділяли від культуральної ріди-
ни шляхом фільтрування, додатково підсу-
шували на фільтрувальному папері й охо-
лоджували до +1±0,5 °С. Підготовлений
міцелій гомогенізували, розтираючи його в
охолодженій ступці.

КА визначали в міцелії (на одиницю маси,
г) та культуральному фільтраті (на одиницю
об’єму, мл) на 9-ту й 12-ту добу культивуван-
ня спектрофотометрично, ґрунтуючись на
здатності пероксиду водню утворювати із
солями молібдену стійкий забарвлений ком-
плекс. Інтенсивність забарв лення вимірюва-
ли на спектрофотометрі СФ-26 (Росія) за
довжини хвилі 410 нм проти нульової проби
з дистильованою водою. За одиницю актив-
ності каталази приймали таку кількість
ензиму, яка бере участь у перетворенні
1 мкат пероксиду водню за 1 с при заданих
умовах. Каталазну активність розраховува-
ли за формулою [14]:

КА = (Ак – Ад) · V · t · k · p    (мкат/ л),

де КА — каталазна активність (мкат/ л); Ак
та Ад — екстинкція контрольної та дослідної
проб; V — об’єм внесеної проби (0,1 мл); t —
час інкубації (600 с); k — коефіцієнт мілімо-
лярної екстинкції пероксиду водню, що
дорівнює 22,2 · 103 мМ–1 · см–1; р — коефіці-
єнт розведення.

Вміст водорозчинного протеїну в МГ та
КФ визначали методом Лоурі-Хартрі [15].

Абсолютно суху біомасу (АСБ) міцелію
встановлювали ваговим методом [16].

Питому каталазну активність (КАПТ)
розраховували за формулою:

КАПТ = КА / СБ,

де СБ — концентрація протеїну в 1 мл КФ або
гомогенату міцелію (мг/мл).

Дослідження проводили у трикратній
повторюваності. Статистичну обробку здійс-
нювали з використанням програм для стати-
стичної обробки результатів біологічних
експериментів. З метою визначення впливу
тер міну культивування на активність дослі -
джу ваних ензимів було проведено однофак-
торний дисперсійний аналіз. Достовірною
вважали різницю за рівня вірогідності
Р > 0,95. Експериментальні дані обробляли
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статистично, розраховуючи середнє значен-
ня з поправкою на стандартну похибку та
порівнювали їх за критерієм Дункана (дані
не порівнюють з контролем). Рисунки вико-
нано у вигляді гістограми із зазначенням
вірогідного інтервалу [16, 17].

Результати та обговорення

На першому етапі досліджень визначали
накопичення біомаси штамами базидіоміце-
тів на 9-ту й 12-ту добу культивування на
ГПС (рис. 1). 

У всіх досліджених штамах максимуму
накопичення абсолютно сухої біомаси було
досягнено на 12-ту добу культивування.
Найбільш продуктивними щодо цього
показника є штами F. velutipes F-610 та
P. ostreatus D-140 і P-203. Найнижчі значен-
ня біомаси зафіксовано для штамів P. ostrea-
tus Р-14 і P-192 та P. citrinopileatus Р-сіtr.
Отже, досліджені штами мають індивідуаль-
ні значення росту — накопичення біомаси в
застосованих умовах культивування. Було
виявлено значні коливання цього показника
і в межах одного виду, що пояснюється інди-
відуальною мінливістю штамів. Так, швид-
кість накопичення АСБ для штамів P. ostrea-
tus різнилась у 27,6 раза на 9-ту добу
культивування і в 14,3 раза — на 12-ту, а
для штамів F. velutipes — у 13,4 раза на 9-ту
і 7,2 раза — на 12-ту добу ферментації. 

КА і вміст протеїну в мікологічному
матеріалі, а також питома КА міцелію та
культурального фільтрату штамів базидіо-
міцетів наведено на рис. 2 та рис. 3 відповідно.

Для більшості штамів є характерною
позитивна кореляція вивчених показників:
найвищий рівень КАПТ як у міцелії, так і в
КФ відповідає 12-й добі культивування.
КАПТ міцелію деяких штамів, зокрема
Fomes fomentarius Т-10, Pleurotus ostreatus
Р-004, Р-01, Р-035, Р-082, Р-107, Р-447 та
Sсhizophyllum commune Sc-10, а також КАПТ
КФ штамів Pleurotus ostreatus Hk-35, P-004,
Р-035, Р-082 та інших, навпаки, знижується
наприкінці терміну росту. Це, найімовірні-
ше, пояснюється субстратною регуляцією
активності ензиму й індиві дуальними
характеристиками цих штамів. 

За даними дослідження, переважна біль-
шість штамів базидіоміцетів (93%) синтезу-
ють позаклітинну каталазу, що підтверджу-
ється вищим рівнем її активності в КФ
порівняно з міцелієм. Очевидно, це можна
пояснити тим, що в природі синтез екстра-
целюлярної каталази дереворуйнівними
базидіоміцетами зумовлений генетично та
індукується субстратом. У наших дослідах
більшість міцеліальних культур також про-
дукують ензими в живильне середовище, де
відбувається розщеплення його компонен-
тів. Так, у культуральному фільтраті абсо-
лютний максимум питомої каталазної

Рис. 1. Накопичення біомаси штамами базидіоміцетів 
на 9-ту (9 ДК) і 12-ту (12 ДК) добу культивування
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Рис. 2. Питома каталазна активність міцелію штамів базидіоміцетів 
на 9-ту (9 ДК) і 12-ту (12 ДК) добу культивування

Рис. 3. Питома каталазна активність культурального фільтрату штамів базидіоміцетів 
на 9-ту (9 ДК) і 12-ту (12 ДК) добу культивування
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активності серед досліджених базидіоміце-
тів зафіксовано для штаму P. ostreatus P-208
на 12-ту добу росту — 940,0 мкат/мг, що від-
повідає загальній КА КФ 639,2 мкат/мл. 

Лише для 4 штамів — Fomes fomentarius
Т-10, F. velutipes F-112, F-2 та F-vv — вияв-
лено вищий рівень КАПТ в міцелії, зокрема,
абсолютний максимум активності міцелію
штаму F. velutipes F-2, зафіксований на 12-
ту добу росту, становить 314,9 мкат/мг і від-
повідає загальній КА 765,4 мкат/г. Така
специфіка активності цих штамів, імовірно,
пояснюється зосередженням катаболічних
процесів у клітинах міцелію. 

Для порівняння отриманих даних зазна-
чимо, що загальна КА сироватки крові тва-
рин — одного з джерел промислового отри-

мання ензиму каталази — становить від 16,8
до 166,6 мкат/ л. 

Таким чином, проведені дослідження
дали змогу встановити динаміку росту і
каталазної активності 57 штамів 12 видів
базидіальних грибів. На основі одержаних
результатів відібрано культури F. velutipes
F-2 та P. ostreatus Р-208, що здатні до підви-
щеного синтезу цього ензиму і накопичення
його в міцелії та культуральній рідині відпо-
відно. Після оптимізації умов культивуван-
ня низку біосинтетично активних штамів,
зокрема штам P. ostreatus Р-208, можна
використовувати у біотехнології як проду-
цент екстрацелюлярної каталази.
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Донецкий национальный университет,
Украина

E-mail: bio.graff@yandex.ua

Исследовали динамику роста и каталазную
активность штаммов базидиомицетов при их
поверхностном культивировании на глюкозо-
пептонной среде. Объектами исследования
были 57 штаммов, 5 из которых относятся к
5 видам порядка Polyporales, а 52 — к 7 видам
порядка Agaricales. С целью изучения динами-
ки роста использовали весовой метод опреде-
ления накопления абсолютно сухой биомассы.
Каталазную активность и содержание протеи-
на в мицелии и культуральном фильтрате
определяли спектрофотометрически и на осно-
ве полученных данных рассчитывали удель-
ную каталазную активность. Установлены
уровни накопления биомассы и каталазной
активности исследованных штаммов на 9-е и
12-е сутки культивирования, а также способ-
ность большинства грибов к синтезу преиму-
щественно внеклеточной каталазы. Результа ты
исследования позволили отобрать штаммы —
активные продуценты каталазы, в частности
F. velutipes F-2 и P. ostreatus Р-208, которые
являются перспективными для использования
в биотехнологии получения препаратов эн -
зимов.

Ключевые слова: базидиомицеты, каталазная
активность.

COMPARATIVE CHARACTERISTICS 
OF BASIDIOMYCETES — PRODUCERS 

OF CATALASE

T. E. Voloshko
О. V. Fedotov

Donetsk National University, 
Ukraine

E-mail: bio.graff@yandex.ua

The dynamics of growth and catalase activity
of 57 strains of basidiomycetes were investiga -
ted. Glucose-peptone medium was used for sur-
face cultivation of fungi. The objects of study
were 57 strains, 5 of which belongs to 5 species of
the order Polyporales, and others do to 7 species
of the order Agaricales. The weight measure-
ment to estimate accumulation of absolutely dry
biomass was used to study growth rates. The
spectrophotometric methods were used for
determination of catalase activity and protein
content in mycelium and culture filtrate. The
specific catalase activity was calculated based on
this data. The levels of biomass accumulation
and catalase activity of the strains on the 9-th
and 12-th days of cultivation and ability of the
most fungi to synthesize mainly extracellular
catalase were determined. Individual variability
of the strains was shown.  The results allowed
selecting the strains — active producers of cata-
lase, including F. velutipes F-2 and P. ostreatus
R-208, which are perspective for use in biotech-
nology of enzyme preparations.

Key words: basidiomycetes, catalase activity.
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Збудник вірусної діареї великої рогатої
худоби (ВД ВРХ) — це одноланцюговий
з позитивною полярністю РНК-вмісний
вірус діаметром 40–60 нм [1]. Він є представ-
ником роду Pestivirus родини Flaviviridae
[2]. Збудники ВД ВРХ зазвичай поділяють
на два генотипи, а кожен генотип — на цито-
патичний та нецитопатичний біотипи.

Збудники діареї ВРХ спричинюють при-
гнічення імунітету та розлади репродуктив-
ної, травної і респіраторної систем. Перебіг
захворювання супроводжується як субклі-
нічними, так і геморагічними формами [3].
Інфікування нецитопатогенним біотипом
вірусу діареї корів на ранніх термінах вагіт-
ності може призвести до народження пер-
систентно інфікованих (ПІ) телят [4]. Такі
телята є основним джерелом збудника ВД
ВРХ [5].

Антиген збудника ВД ВРХ у ПІ тварин
трапляється в епітеліальних клітинах усіх
слизових оболонок, а отже вірус постійно
потрапляє у навколишнє середовище разом
із сечею, екскрементами, спермою, секрета-
ми слизових оболонок очей і носа, плодови-
ми водами та оболонками під час абортів [6].
Зараження ПІ тварин цитопатогенним біо-
типом вірусу діареї ВРХ може спричинити
розвиток системних уражень слизових обо-
лонок, що призводить до інтоксикації та
летальних наслідків [7].

Як правило, коли захворювання набуває
стаціонарного характеру, серед поголів’я
ВРХ виявляють близько 1% ПІ та 60% серо-
позитивних тварин [8, 9]. Телята, народжені
від серопозитивних корів, одержують разом
із молозивом антитіла до вірусу діареї ВРХ
[10]. Титр цих антитіл із часом знижується,
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Вірусна діарея великої рогатої худоби — поширене контагіозне захворювання, яке має широкий
спектр клінічних симптомів у свійських та диких жуйних тварин і завдає значних економічних
збитків сільському господарству. Вірус уражує різні вікові групи тварин і спричинює як імуно -
супресію, так і розлади репродуктивної, респіраторної та травної систем. Персистентно інфікована
худоба є постійним джерелом виділення вірусу, а отже і основним чинником передачі захворювання
між сприйнятливими тваринами. У статті наведено порівняльні результати дослі дження наявності
антитіл за допомогою двох методів — імуноензимного аналізу та реакції нейтралізації вірусів. У ході
виконання роботи було відібрано й досліджено 1 010 зразків сироваток крові великої рогатої худоби
із трьох господарств Харківської області. Присутність антитіл до збудника вірусної діареї було
встановлено за допомогою імуноензимного аналізу в 704 зразках (69,7%) із використанням
комерційного набору та в 690 зразках (68,3%) — методом in house. Після уточнення результатів
з використанням реакції нейтралізації вірусів антитіла до вірусу діареї великої рогатої худоби
виявлено в 712 зразках (70,5%). Імуноензимний аналіз рекомендовано для проведення масового
скринінгу поголів’я великої рогатої худоби щодо наявності вірусу діареї. Отримані дані
підтверджують, що чутливість імуноензимного аналізу задовольняє потребам діагностичних
методів. Використання реакції нейтралізації вірусів, як «золотого стандарту» серед серологічних
методів, є доцільним для уточнення результатів імуноензимного аналізу. З огляду на наявність
в отриманих даних значної кількості хибнопозитивних результатів слід проводити комплексні
дослідження із застосуванням як серологічних, так і молекулярно-генетичних методів.
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і телята стають сприйнятливими до інфек-
ції. Частіше саме старі тварини стають серо-
позитивними унаслідок тривалого проміж-
ку часу, протягом якого вони утримувались
у безпосередній близькості до ПІ тварин.

Здатність антитіл до нейтралізації ВД
ВРХ залежить як від штаму вірусу, так і від
кількості та ізотипів антитіл, що виробля-
ються. Непрямим показником наявності
збудника ВД ВРХ є виявлення вірус-специ-
фічних антитіл у сироватці крові тварин.
Існує багато методів для виявлення антитіл
до ВД ВРХ: реакція нейтралізації вірусів
(РН), реакція імунофлюоресценції (РІФ) та
імуноензимний аналіз (ІЕА) [11, 12]. Реак -
цію нейтралізації вірусів, також відому як
сироваткова нейтралізація, вважають
«золо тим стандартом» серед методів вияв-
лення антитіл до збудника ВД ВРХ і вико-
ристовують у всьому світі [13].

Попри вакцинацію, ВД ВРХ завдає знач-
них збитків сільському господарству. Деякі
країни Європейського Союзу розробляють
і впроваджують програми контролю та зни-
щення (ерадикації) ВД ВРХ, першим кроком
яких є виявлення й вилучення зі стада ПІ
тварин. Проте вибираючи ефективний метод
виявлення збудника ВД ВРХ, слід врахову-
вати антигенну та генетичну варіабельність
вірусу, зміну вірусного навантаження,
а також вплив материнських антитіл.

Тому з метою підбору оптимального під-
ходу дослідження було зосереджено на
порівняльному виявленні антитіл до ВД
ВРХ у господарствах Харківської області за
допомогою двох методів — імуноензимного
аналізу та реакції нейтралізації вірусів.

Матеріали і методи

Сироватка крові
Для проведення досліджень нами було

відібрано 1 010 зразків сироватки крові ВРХ
з трьох господарств Харківської області.
В усіх господарствах зразки периферичної
крові брали від тварин різних вікових груп,
враховуючи їх співвідношення у стаді. Си -
ро ват ку крові отримували за загальноприй-
нятою методикою. Зразки зберігали за
температури 4 °С до початку досліджень
методом ІЕА, а потім — при –70 °С з метою
тривалого зберігання для проведення ІЕА та
реакції нейтралізації.

ІЕА виявлення антитіл до ВД ВРХ
Антитіла до ВД ВРХ виявляли за допо-

могою комерційного набору BVDV Antibody
Test Kit (Herd Check, IDEXX, Швейцарія),

в якому на поверхню лунок мікротитру-
вальних плашок вже було нанесено антиге-
ни збудника ВД ВРХ. Під час проведення
ІЕА до кожної лунки полістиролового план-
шета вносили 100 мкл розчинника та 25 мкл
проби. Оптичну густину зразків визначали
на фотометрі iMark (Bio-Rad, США) за
довжини хвилі 450 нм. Наявність чи відсут-
ність антитіл до вірусу в досліджуваних
зразках оцінювали за значенням коефіцієн-
та оптичного поглинання S/P таким чином:

Sample A450 – NCxA450S/P = ––––––––––––––––––– ,
PCXA450 – NCxA450

де: NCx — негативний контроль;
PCx — позитивний контроль.
Позитивними вважали зразки, коефіці-

єнт оптичного поглинання S/P яких був
більший за 0,30, негативними — зразки
з коефіцієнтом оптичного поглинання
нижче 0,20.

Метод ІЕА in house
Отримання антигену, його іммобілізацію

та ІЕА проводили згідно з методом in house,
розробленим у Національній референс-лабо-
раторії вірусології Ветеринарного універси-
тету м. Берн (Швейцарія) [14]. Розчин анти-
генів вносили у полістиролові 96-луночні
планшети PolySorb (Nunc, Данія). Інакти во -
ва ні сироватки крові та антивидовий
кон’югат Goatanti-BovineIgG(H+L)-PO роз-
чиняли в 1%-му розчині сухого молока.
Оптичну щільність визначали за довжини
хвилі 405 нм в аналізаторі SUNRISE (Tecan,
Німеччина).

Реакція нейтралізації вірусів
Реакцію нейтралізації проводили у разі

отримання різних результатів обох ІЕА
з використанням плоскодонних 96-лунко-
вих мікропланшетів фірми TPP (Німеччина)
за методом Steck [15]. Сироватки крові про-
грівали за температури 56 °С протягом 30 хв
з метою інактивації неспецифічних інгібіто-
рів, таких як комплемент, що реагують
з мультимолекулярними імунними комплек -
сами. Потім готували двократні розведення
кожного зразка від 1:4 до 1:512 на живиль-
ному середовищі МЕМ, в які додавали в рів-
них об’ємах (по 50 мкл) 100 ТЦД50 ВД ВРХ
(R1935/72-AG-03/06) та інкубували упро-
довж 1 год за температури 37 °С в умовах 5%
СО2. У кожну лунку вносили 100 мкл сус-
пензії культури клітин назального епітелію
ембріона теляти (EKaNaEp), яку культиву-
вали за методикою Canal [14], у концентра -
ції 3·105 кл/мл та інкубували за тих самих
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умов протягом 78 год. Облік реакції врахо-
вували за інфекції вірусу (зміни моношару,
що супроводжувалася загибеллю клітин
унаслідок репродукції в них вірусу) у кон-
трольних лунках з інфікованою культурою
клітин без сироватки крові за допомогою
мікроскопа. Титру віруснейтралізуючих
антитіл відповідало останнє розведення
сироватки, що запобігало розвиткові цито-
патогенної дії 50% моношару клітин.

Статистичні методи
Статистичну обробку результатів здійс-

нювали за допомогою комп’ютерної програ-
ми NCSS 07.1.21 statistical software (NCSS,
LLC, США), в якій порівнювали результати
за чутливістю, специфічністю та охоплен-
ням діагностичних методів згідно з методи-
ками порівняння результатів серологічних
тестів [16]:

чутливість тесту (Se) — частота позитив-
них результатів методу ІЕА стосовно пози-
тивних результатів РН:

хибнонегативні результати (FN) — час-
тота негативних результатів ІЕА, які є пози-
тивними в реакції РН:

охоплення діагностичних методів (Ct) —
кількість випадків з однаковими результа-
тами у двох методах ІЕА до загальної кіль-
кості досліджених зразків:

Результати та обговорення

На першому етапі досліджень із 1 010
зразків сироватки крові ВРХ методом ІЕА
з використанням комерційного набору BVDV
Antibody Test Kit (Herd Check, IDEXX,
Швейцарія) антитіла до збудника ВД ВРХ
було виявлено в 704 зразках (69,7%). Із них
у першому господарстві виявлено 56 пози-
тивних зразків (20,6%) із 272, у другому —
394 (87%) із 453 та в третьому — 254
(89,1%) із 285.

Далі всі відібрані зразки сироватки крові
ВРХ досліджували із застосуванням методу
in house. Наявність антитіл до ВД ВРХ було
встановлено у 690 зразках сироватки крові
(68,3%) із 1 010. З них у першому господар-
стві виявили 9 позитивних зразків (3,3%),

у другому — 429 (94,7%) і в третьому — 252
(88,4%).

У разі проведення ІЕА двома різними
методами розбіжність в отриманих резуль-
татах  становила близько 1,4%. Саме ці зраз-
ки були додатково досліджені в реакції
нейтралізації, після проведення якої наяв-
ність антитіл до збудника ВД ВРХ підтвер-
джено в 712 зразках (70,5%) із 1 010
(Р £ 005). З них у першому господарстві було
виявлено 10 позитивних зразків (3,7%),
у другому — 428 (94,5%) і в третьому —
274 (96,1%) (таблиця).

За результатами проведених досліджень

було встановлено значну розбіжність хибно-
позитивних зразків з першого господарства
з використанням ІЕА IDEXX, а саме 16,9%
порівняно з результатами, отриманими в
дослідженні зразків з інших господарств,
що становило менше 1% (P £ 005). На наш
погляд, це може бути пов’язано з перехрес-
ною реакцією до інших пестивірусів, зокре-
ма до збудника прикордонної хвороби овець,
що було визначено також у роботах інших
дослідників [17, 18]. На цій підставі резуль-
тати дослідження зразків від тварин з пер-
шого господарства, отримані за допомогою
комерційного набору IDEXX, є статистично
недостовірними (P £ 005), тому не врахову-
ватимуться в подальших розрахунках чут-
ливості реакцій. 

Порівняння одержаних результатів серо-
логічних досліджень зразків із трьох госпо-
дарств обома методами ІЕА з урахуванням
хибнопозитивних зразків з результатами
реакції нейтралізації вірусів показало, що
чутливість реакції нейтралізації вірусів
значно вища, що відповідає «золотому стан-
дарту» серед методів виявлення антитіл за

Результати серологічних досліджень зразків
сироватки крові ВРХ щодо вірусної діареї 

(n = 1 010)
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1 20,6 16,9 3,3 0,4 3,7

2 87 0,2 94,7 0,9 94,5

3 89,1 0,4 88,4 0 96,1
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наявності в поголів’ї серопревалентності або
сероконверсії.

Порівняно з реакцією нейтралізації вірусів
чутливість комерційного набору IDEXX ста-
новила 92,3%, а методики, розробленої у Ве -
те ри нарному університеті м. Берн — 96,5%.
Кількість хибнонегативних результатів — 7,7%
для комерційного набору та 3,5% — для
in house методики — (Р £ 005). Охоплення
випробуваних методів ІЕА досягло 86,1%.

Отже, за результатами серологічних
досліджень 1 010 зразків сироваток крові
ВРХ з трьох господарств Харківської облас-
ті було виявлено антитіла до збудника ВД
ВРХ у 712 (70,5%) зразках, що свідчить про
значне поширення захворювання на цій
території. Також було визначено чутливість

комерційного набору IDEXX та in house
методики Ветеринарного університету м.
Берн, яка становила 92,3% та 96,5% відпо-
відно, що задовольняє діагностичні потреби
для массового скринінгу поголів’я щодо
наявності збудника ВД ВРХ. Враховуючи
трудомісткість та часозатратність реакції
нейтралізації вірусів, цей метод є більш
доцільним для підтвердження позитивних
результатів, отриманих за допомогою ІЕА.
Задля ефективного контролю розповсюд-
ження ВД ВРХ та уникнення хибнопозитив-
них зразків у разі використання серологіч-
них методів досліджень є потреба
в удоско наленні підходів щодо моніторингу
інфекції при залученні комплексу серо -
логічних та молекулярно-генетичних ме -
тодів. 
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ОБНАРУЖЕНИЕ АНТИТЕЛ 
К ВОЗБУДИТЕЛЮ ВИРУСНОЙ ДИАРЕИ

КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА
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Вирусная диарея крупного рогатого скота —
распространенное контагиозное заболевание,
которое имеет широкий спектр клинических
симптомов у домашних и диких жвачных
животных и причиняет значительные экономи-
ческие убытки сельскому хозяйству. Вирус
поражает разные возрастные группы животных
и вызывает как иммуносупрессию, так и рас-
стройства репродуктивной, респираторной и
пищеварительной систем. Персистентно инфи-
цированный скот является постоянным источ-
ником распространения вируса, а следователь-
но, основным фактором передачи заболевания
между восприимчивыми животными. В статье
приведены сравнительные результаты исследо-
вания наличия антител с помощью двух мето-
дов — иммуноэнзимного анализа и реакции
нейтрализации вирусов. В ходе выполнения
работы было отобрано и исследовано 1 010
образцов сывороток крови крупного рогатого
скота из трех хозяйств Харьковской области.
Присутствие антител к возбудителю вирусной
диареи было установлено иммуноэнзимным
анализом в 704 образцах (69,7%) с использова-
нием коммерческого набора и в 690 образцах
(68,3%) — методом in house. После уточнения
результатов с помощью реакции нейтрализа-
ции вирусов наличие антител к вирусу диареи
крупного рогатого скота было установлено в 712
образцах (70,5%). Иммуноэнзимный анализ
рекомендован для проведения массового скри-
нинга поголовья крупного рогатого скота на
наличие вируса диареи. Полученные данные
подтверждают, что чувствительность имму-
ноэнзимного анализа удовлетворяет требова-
ниям, предъявляемым к диагностическим
методам. Использование реакции нейтрализа-
ции вирусов, как «золотого стандарта» среди
серологических методов, целесообразно для
уточнения результатов иммуноэнзимного  ана-
лиза. Учитывая значительное количество лож-
ноположительных результатов, необходимо
проводить комплексные исследования с приме-
нением как серологических, так и молекуляр-
но-генетических методов.

Ключевые слова: вирусная диарея крупного
рогатого скота, сыворотка крови, иммуно эн -
зим ный анализ.

DETECTION 
OF THE BOVINE VIRAL DIARRHEA 

ANTIBODIES 

I. V. Goraichuk, V. I. Bolotin, 
A. P. Gerilovych, O. S. Solodyankin, 

R. O. Kucheryavenko, V. V. Kucheryavenko

National Scientific Centre 
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Kharkіv, Ukraine
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Bovine viral diarrhea is a widespread infec-
tion of cattle that has a wide range of clinical
symptoms in domestic and wild ruminants. It is a
major problem in cattle and causes significant
economic losses in the cattle industry. The virus
infects bovines of all ages and causes both
immunosuppression and reproductive, respira-
tory and digestive disorders. Persistently infect-
ed cattle are the main factor in transmission of
the disease between and among herds.
Comparative results of antibodies presence
received by two methods of enzymoimmunoassay
and virus neutralization test are given in the
paper. During the work, 1010 samples of blood
serum of cattle from three farms in the Kharkiv
region were selected and analyzed. Bovine viral
diarrhea virus concerning antibodies were found
by enzymoimmunoassay in 704 samples (69.7%)
using commercial kit and in 690 samples
(68.3%) using in house method. After results
clarification by virus neutralization test, bovine
viral diarrhea antibodies were found in 712
samp les (70.5%). Immunoenzyme analysis is
recommended for mass screening of cattle for
viral diarrhea occurrence. The results confirm
that the sensitivity immunoenzyme analysis sa -
tisfies the requirements of the diagnostic meth-
ods. Using the neutralization reaction of viruses
as the «gold standard» of serological methods, it
is appropriate to clarify the results of immuno -
enzyme analysis. Since the results contain a
signi ficant number of false positive results, it is
necessary to carry out comprehensive studies
using both serological and molecular genetics
methods.

Key words: viral diarrhea of bovine animals, se -
rum, enzymoimmunoassay. 
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Пошук нових природних джерел фізіоло-
гічно активних сполук з метою одержання
ефективних та безпечних біопрепаратів є
однією з важливих задач сучасної біотехно-
логії. В останні три десятиріччя у фармацев-
тичній промисловості відбулися зміни,
пов’язані з розвитком біотехнології. Серед
лікарських препаратів значну увагу почали
привертати засоби, отримані біотехнологіч-
ним способом на основі грибної біомаси.
Особливістю цих біотехнологій було те, що
як продуценти частіше стали використову-
вати макроміцети, особливо Basidiomycota
та Ascomycota, і основне місце серед препа-
ратів із грибів посідали вже не антибіотики,
а серцево-судинні, протиракові, імуности-
мулювальні, гепатопротекторні лікарські
засоби і харчові добавки на основі біологічно
активних речовин (БАР) грибного міцелію.
Відомі тривалий час лише вузькому колу
мікологів-систематиків ентомопатогенні
гриби роду Cordyceps Fr. тепер у багатьох
країнах опинились у центрі уваги біотехно-
логів. Найвідомішим видом цього роду, що
має практичне значення, є Cordyceps milita-
ris (L.: Fr.) Fr. Цей гриб може уражувати
комах у різних фазах розвитку, але, як пра-
вило, він паразитує на лялечках та гусени-
цях лускокрилих (Lepidoptera) [1, 2].

Лікувальні властивості речовин, одержа-
них із видів роду Cordyceps, відомі вже
понад 2 000 років і їх широко застосовують
у традиційній китайській та тибетській
медицині [3, 4]. Сучасними дослідженнями
доведено, що окремі види роду Cordyceps
здатні синтезувати цілу низку БАР [5−7].
Особливу роль серед них відіграють поліса-
хариди — D-глюкани, галактозоаміноглю-
кани та інші сполуки, наприклад кордице-
пін [8]. Ці сполуки активізують імунні
клітини організму людини, які збільшують
продукцію цитокінів та інтерферону, підси-
люють резистентність до різних патогенних
мікроорганізмів, підвищують адаптаційні
можливості організму, мають антиоксидан-
тну активність і перешкоджають процесам
старіння [5, 9]. Встановлено, що препарати
з кордицепсу, як й інші полісахариди гри-
бів, що входять до їхнього складу, зменшу-
ють негативну дію хемо- та та радіотерапії.

Вузька специфічність субстратів, сезон-
ність, особливість традиційних регіонів
зростання і збору цих грибів визначають
надзвичайно високу ціну їх на світовому
ринку (понад 1 тис. дол. США за 1 кг плодо-
вих тіл). Саме тому актуальним є розроблен-
ня високоефективних біотехнологій культи-
вування на штучних субстратах, що дасть

УДК 537.533.3:581.133.8:581.4:582.282

ДЕЯКІ БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ГРИБАДЕЯКІ БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ГРИБА
Cordyceps militarisCordyceps militaris (L.: F(L.: Frr.) F.) Frr. (. (AscomycotaAscomycota) ) 
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Наведено результати дослідження росту і морфологічних особливостей культур лікарського
гриба Cordyceps militaris із колекції  Інституту ботаніки ім. М. Г. Холодного НАН України. Методом
сканувальної електронної мікроскопії досліджено характерні для C. militaris мікроморфологічні
структури вегетативного міцелію. Морфолого-культуральні дослідження проводили на чотирьох
агаризованих живильних середовищах. Для всіх досліджених штамів оптимальними для
вегетативного росту були глюкозо-пептон-дріжджовий агар і мальц-екстракт агар, температура
інкубації — 16 °С, критична температура — 36 °С. Оптимальними джерелами вуглецю для
вегетативного росту міцелію були глюкоза, лактоза і сахароза, серед органічних джерел азоту —
пептон і дріжджовий екстракт, рН 6,0–6,5. Опромінення світлом різної природи стимулювало
швидкість радіального росту гриба на агаризованих та накопичення біомаси — на рідких живильних
середовищах.
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змогу зменшити вартість відповідних спо-
лук і зробить їх доступними для широких
верств населення.

Одним із методів промислового культи-
вування Cordyceps militaris є одержання
плодових тіл твердофазовим культивуван-
ням з подальшим виділенням та очищенням
певних цільових речовин. Але більш техно-
логічним та ефективним є спосіб одержання
грибної біомаси і метаболітів C. militaris на
рідких живильних середовищах в умовах
глибинної культури, що уможливлює одер-
жання за короткий час необхідних речовин
із заданими властивостями [3, 10−12]. 

Біотехнологічне використання C. milita-
ris як потенційного продуцента БАР із різ-
ними біологічними властивостями стало
можливим лише з уведенням його в чисту
культуру. Проте дані щодо особливостей
росту і розвитку в чистій культурі обмежені,
а іноді й суперечливі. Під час культивуван-
ня грибів у вегетативній формі одним із важ-
ливих етапів є їх коректна ідентифікація та
контроль чистоти культури-продуцента за
характерними мікроморфологічними і куль-
туральними ознаками. Саме тому є потреба
в подальшому детальному вивченні ана-
морф і структур вегетативного міцелію,
основних морфологічних і культуральних
ознак за вирощування в різних умовах куль-
тивування, що дає змогу за певними морфо-
логічними ознаками охарактеризувати та
ідентифікувати цей вид у культурі.

Метою роботи було дослідження біоло-
гічних властивостей C. militaris у культурі,
зокрема мікроморфології вегетативного
міцелію, особливостей росту і розвитку на
живильних середовищах різного складу,
а також інших факторів росту та біосинте-
тичної активності штамів C. militaris.

Матеріали і методи

Об’єктами дослідження були чисті куль-
тури C. militaris (2 штами), які зберігаються
в Колекції культур шапинкових грибів
(IBK) Інституту ботаніки ім. М. Г. Холод но -
го НАН України [13]. 

Дослідження морфології та росту куль-
тур проводили на стандартних і модифікова-
них агаризованих живильних середовищах
різного складу: мальц-екстракт агар (МЕА),
сусло-агар (4° за Балінгом) (СА), картопляно-
декстрозний агар DIFCO (КДА), глюкозо-
пептон-дріжджовий агар (ГПДА), г/л: глю-
коза — 25,0; пептон — 5,0; дріжджовий
екст ракт — 3,0; агар-агар — 20, рН 6,5,
у чаш ках Петрі. Поверхневе культивування

здійснювали за температур: 4,0±0,1; 16±0,1;
26,0±0,1 °С. Для перевірки життєздатності
культур їх інкубували на ГПДА за темпера-
тур 30–38 °С з інтервалом 1 °С. Після третьої
доби інкубації враховували наявність чи від-
сутність росту міцелію. Збереження або втра-
ту життєздатності міцелію культур перевіря-
ли у процесі подальшого інкубування за
температури 26 °С. 

Радіальну швидкість росту розраховува-
ли за методикою [14].  

Мікроструктури вегетативного міцелію
C. militaris досліджували в світловому
мікро скопі МБІ–15, а також у сканувально-
му електронному мікроскопі СЕМ JSM-35C
(Японія), використовуючи  модифікований
метод Квательбаума та Карнера [15].

Наявність у вегетативному міцелії
досліджених штамів грибів оксидаз (лакази,
тирозинази, пероксидази) встановлювали за
допомогою якісних ензиматичних реакцій
на наявність восьми ензимів, які характери-
зують метаболізм азотних сполук (протеїна-
зи, уреази, нітрат-редуктази), вуглеводів
(амілази, целюлази, ксиланази, b-глюкози-
дази), ліпідів (ліпази) за методом [16]. 

Для визначення впливу кислотності
середовища на ріст міцелію використовува-
ли рідке синтетичне середовище А такого
складу (г/л): глюкоза — 20,0; (NH4)2HPO4 —
4,0; KH2PO4 — 1,0; K2HPO4 ·3Н2О — 1,0;
MgSO4·7H2O — 0,5; MnSO4·7H2O — 0,005;
FeCl3·6H2O — 0,005; CuSO4·5H2O — 0,003;
ZnCl2 — 0,005. Значення рН у середовищі
змінювали в інтервалі від 2 до 8 з кроком 1
за допомогою розчинів 1Н КОН і 1Н НСl.
Початкове значення рН середовища (кон-
троль) визначали після стерилізації.

Потреби культур у джерелах вуглецевого
та азотного живлення визначали на синте-
тичному середовищі А, склад якого наведе-
но вище. Джерелами вуглецю були моно-
(глюкоза, ксилоза, маноза), ди- (сахароза,
лактоза, мальтоза) і полісахариди (крох-
маль), які додавали в кількості, еквівален-
тній 20 г глюкози за вуглецем, рН 6,5.

Джерелами азоту слугували NaNO3,
(NH4)2SO4, (NH4)2HPO4, пептон, дріжджовий
екстракт, кукурудзяний екстракт (КЕ), які
вносили у середовища в кількості, еквівалент -
ній 4 г (NH4)2HPO4 за азотом. Дослі дження
проводили у колбах Ерленмеєра міст кістю
150 мл з 50 мл живильного сере до вища.
Інокулюмом були 7-добові культури гриба,
попередньо вирощені на ГПДА за температури
16 ± 1 °С. У кожну колбу з рідким середови-
щем вносили три міцеліальні диски (d = 5 мм).
Культури інкубували у стаціонарних умовах
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за 16 ± 1 °С. Біомасу відокремлювали від куль -
туральної рідини (КР) шляхом фільтрації,
коли в одному з варіантів міцелій повністю
покривав поверхню середовища. Кількість
біомаси визначали ваговим методом після
висушування до сталої маси за температури
105±1 °С [17]. Також вираховували кінцеве
значення рН культуральної рідини. 

Для визначення кількості екзополісаха-
ридів їх осаджували 10 мл 96%-го етанолу
з 5 мл КР. Розчин відстоювали протягом
24 год у холодильнику за температури 4 ± 1 °С.
Наступної доби осад відділяли центрифугу-
ванням упродовж 25 хв у режимі 5 000 g.
Надосадову рідину зливали, осад розчиняли
в 5 мл гарячої дистильованої води. З отрима-
ного розчину відбирали 2 мл рідини, в якій
визначали кількість екзополісахаридів фенол -
сірчаним методом [18]. 

Експериментальні дослідження впливу
світла на культурально-морфологічні особ-
ливості продуцентів проводили з викорис-
танням експериментальних установок, які
забезпечували генерацію лазерного випро-
мінювання із заданими параметрами на
довжинах хвиль 450,0 та 632,8 нм з можли-
востями опромінення культур у розчинах, на
агарі тощо. Середня доза випромінювання на
мішені становила близько 250 мДж/см2.

Статистичну обробку результатів вико-
нували стандартними методами з викорис-
танням t-критерію Стьюдента за допомогою
програмного забезпечення Microsoft Excel.
Усі досліди проводили в 5 повторах. Дані
вважали достовірними за P £ 0,05.

Результати та обговорення

Встановлено, що вегетативний міцелій
С. militaris складається з тонких (2–4 мкм),
помірно розгалужених, рівномірно септован-
них гіф, які зливаються між собою, утворюю-
чи численні міцеліальні тяжі. Дослі джені
культури на всіх живильних середо вищах
проходили анаморну стадію (конідіальні спо-
роношення) (рис. 1). 

Фіаліди конічні, пляшкоподібні, 10−
30´1,5–2,3 мкм, утворюються поодиноко з
клі тин гіф через різні інтервали або в пучках
і групами (часто на різних рівнях) по дві —
чотири. Конідії формуються на верхівках
фіалід. Перша конідія звичайно більша,
еліптична або короткоциліндрична, роз мі -
ром 3,2–6,0´3,0 мкм у діаметрі, наступні —
шароподібні діаметром 2,3−3,0 мкм.

Щодо належності анаморфи Cordyceps
militaris до того чи іншого роду єдиної
думки немає. Доволі тривалий час вважали,
що анаморфою C. militaris є Isaria farinose
(Holm.) Fr., проте після виділення цього
гриба в чисту культуру Petch [цит. за 2]
уперше зробив припущення, що його ана-
морфа належить до роду Cephalosporium.
Саме такого висновку дійшов Kobayasi [19],
який вивчав цей вид у культурі. Коваль [2]
відносить цю конідіальну стадію до Cephalo -
sporium militare. У більш пізніх джерелах
вона фігурує як Lecanicillium sp. [20, 21] або
як представник роду Paecilomyces [22].

Крюков та ін. [23] відзначають, що ізоля-
ти, отримані з аскоспор C. militaris, мали
анаморфи, які за своїми морфологічними
ознаками повністю збігались із зазначеними
в літературі як Lecanicillium sp. [20, 21].
Окрім того, у посівах зі стром цього гриба
поряд із типовою анаморфою спостерігалася
й інша, ознаки якої чітко вкладаються
у діагноз виду Isaria farinose [23]. Проте асо-
ціація I. farinose з C. militaris залишається
незрозумілою, і цей факт констатують різні
дослідники. В умовах нашого експерименту
спостерігали лише один вид конідіального
спороношення.

Слід також зазначити, що нами встанов-
лено наявність на вегетативному міцелії
C. militaris численних хламідоспор (рис. 2)
і скупчення екзометаболітів (рис. 3). 

Таким чином, дослідження мікроморфо-
логії вегетативного міцелію культур С. mili-
taris з використанням світлової та електрон-
ної мікроскопії дало змогу встановити

Рис. 1. Cordyceps militaris: конідіальне
спороношення Cephalosporium militare:

СЕМ JSM-35C. ´18 000
Рис. 2. Cordyceps militaris: вегетативний міцелій: 

хламідоспори, СЕМ JSM-35C. ´200
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наявність у всіх штамів характерних для
даного виду мікроструктур (конідіального
спороношення, анастомозів, міцеліальних
тяжів), які дозволяють ідентифікувати та
контролювати чистоту культури продуцен-
тів у процесі їх культивування.

Важливе практичне значення мають дані
щодо збереження життєздатності ентомопа-
тогенних грибів в умовах чистої культури.
При цьому слід враховувати її трофічні особ-
ливості. Було встановлено, що компонен-
тний склад живильних середовищ для цієї
групи грибів зумовлений їхніми трофічними
особливостями, які відрізняються за специ-
фічними потребами в різних компонентах,
спричинюючи перехід від паразитного існу-
вання до сапротрофного [1]. За даними літе-
ратури, культури C. militaris культивуються
і зберігаються на стандартних живильних
середовищах: мальц-естракт агар (МЕА)
і картопляно-декстрозний агар (КДА) [11,
12, 24]. Підбираючи склад живильного сере-
довища, брали до уваги природну приуроче-
ність цього виду до протеїнових субстратів і
виходили з того, що середовище має містити
протеїни, які легко руйнуються протеолі-
тичними ензимами ентомопатогенних гри-
бів, тимчасом як вуглеводи і жири можуть
бути присутні в мінімальній кількості. Тому
під час проведення морфолого-культураль-
них досліджень крім стандартних живиль-
них середовищ (МЕА, КДА) використовува-
ли також СА і ГПДА. Оптимальне живильне
середовище для росту культур підбирали,
враховуючи інтенсивність розвитку вегета-
тивного міцелію, його пігментацію, морфо-
логію колоній, радіальну швидкість росту
штамів, а також фізіологічну активність
культур. Особливу увагу приділяли дослід-
женню чинника, що впливає на збереження
життєздатності культур, — температурі
інкубації. 

Культури C. militaris на використаних
живильних середовищах під час культиву-
вання за всіх досліджених температур мали

стабільні характерні морфологічні ознаки,
тобто формували дуже щільні, повстисті
колонії з великою кількістю сплутаних
повітряних гіф, рівним або хвилястим
краєм. У темряві формувались колонії біло-
го кольору, за освітлення спостерігали
появу яскраво-жовтої пігментації міцелію
(рис. 4). Реверзум із чіткими радіальними
складками, його колір збігався із кольором
середовища. 

За результатами дослідження впливу
низьких і високих температур на ріст та
життєздатність міцелію було встановлено,
що за умов низьких температур (4±0,1 °С),
незалежно від складу середовища, спостері-
гався слабкий вегетативний ріст (менш ніж
0,75 мм/добу), і міцеліальні колонії зберіга-
ли свої основні морфологічні ознаки. Слід
зазначити, що досліджені штами незадо-
вільно переносили підвищення температу-
ри. За температури 34 °С ріст міцелію був
відсутній, однак культури не втрачали жит-
тєздатності і відновлювали ріст при 26 °С
протягом тижня. Температура 36±0,1 °С
виявилася критичною, і штами C. militaris
повністю втрачали життєздатність. Відомо
[24], що загибель клітин міцелію за високих
температур є наслідком порушення коорди-
нації процесу денатурації протеїнів. 

Проведене дослідження дало змогу вста-
новити, що найсприятливішими середови-
щами для росту та розвитку вегетативного
міцелію C. militaris були ГПДА та МЕА,
а оптимальною для росту міцелію дослідже-
них штамів C. militaris температурою —
16±0,1 °С (табл. 1). 

Рис. 3. Cordyceps militaris: вегетативний міцелій: 
екзометаболіти, СЕМ JSM-35C. ´6 000

Рис. 4. Міцеліальна колонія C. militaris на
середовищі ГПДА:

25-та доба культивування за відсутності
освітлення (А); при освітленні (Б)

А

Б
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Згідно з одержаними значеннями раді-
альної швидкості росту досліджені штами
C. militaris можна віднести до групи грибів,
що ростуть повільно.  

Підбір оптимальних субстратів у процесі
культивування грибів з метою цілеспрямова-
ного синтезу кінцевих продуктів неможливо
проводити без знання їхніх фізіолого-біохі-
мічних властивостей, зокрема активності
ензимів. У природі ентомопатогенні гриби
здатні синтезувати значну кількість ензи-
мів, з яких найбільше значення мають хіти-
наза, протеїназа, ліпаза та амілаза [1, 2]. 

Нами досліджено активність таких гід-
ролітичних ензимів: амілази, целюлази,
β-глюкозидази, ксиланази, протеїнази, ніт-
рат-редуктази, уреази, ліпази у культурах
C. militaris. У всіх штамів спостерігали пози-
тивні реакції на більшість ензимів, актив-
ність яких визначали. Не виявлено наявнос-
ті ксиланази (табл. 2). 

На цьому етапі експериментів у ході про-
ведення первинного скринінгу здійснено
дослідження наявності певних ензимів за
допомогою якісних тестів (у табл. 2 відобра-
жено «+» або «–»), але в подальшому ми
плануємо провести кількісні дослідження
окремих ензимів у штамів, які

вважаємо біотехнологічно перспективними
продуцентами. Проведення кількісних ви -
зна чень ензиматичної активності всього
спектра ензимів — трудомісткий процес і на
даному етапі досліджень був недоцільним.

Визначення наявності окисно-відновних
ензимів (лакази, тирозинази і пероксидази)
показало, що всі досліджені культури виявили
позитивну реакцію лише на тирозиназу, реак-
ції на лаказу і пероксидазу не спостерігали.

Таким чином, у біотехнології культиву-
вання цієї групи грибів з урахуванням їхніх
екологічних та фізіологічних особливостей
живлення слід використовувати середови-
ща, які містять  джерела протеїнів. 

Одним із найважливіших  фізико-хіміч-
них параметрів середовища є рН, значення
якого впливає на фізіологічну активність
культур та продуктивність біотехнологічно-
го процесу. Дослідження впливу середови-
ща на ріст культур показало необхідність
визначення оптимальних значень рН для
кожного штаму, оскільки це впливає на під-
вищення продуктивності біотехнологічного
процесу. Вираховуючи оптимальне для
росту культур значення рН середовища
в діапазоні від 2 до 8, встановили, що куль-
тури починали рости за рН 3,0 (рис. 5).

Таблиця 1. Швидкість радіального росту (Vr, мм/добу) вегетативного міцелію Cordyceps militaris  
на агаризованих середовищах за різних температур інкубації

Вид, штам Температура
інкубації, °С

Vr, мм/добу на різних живильних середовищах

СА МЕА ГПДА КДА

Cordyceps 
militaris, 1862

16±0,1 1,32±0,6 1,5±0,4 1,83±0,4 1,12±0,2

26±0,1 1,23±0,2 1,53±0,3 1,61±0,4 1,42±0,6

C. militaris,
2029

16±0,1 1,43±0,2 1,41±0,2 1,45±0,5 0,96±0,2

26±0,1 1,13±0,4 1,12±0,2 1,21±0,4 1,16±0,3

Примітка: у цій та в наступних таблицях для всіх показників значення достовірні за P < 0,05.

Таблиця 2. Энзиматичні реакції на наявність гідролітичних ензимів
у досліджених  штамів Cordyceps  militaris

Вид, 
штам

Ензим

Протеїназа Амілаза Целюлаза b-Глюкозидаза Ксиланаза Уреаза Нітрат-
редуктаза Ліпаза

C. militaris,
1862 +++ ++ + + _ + + ++

C. militaris,
2029 +++ ++ ++ + _ + + ++

Примітка: « – » — реакція відсутня; «+» — слабка реакція; «++» — помірна реакція; «+++» — сильна
реакція.
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Оптимальним для росту досліджених
штамів є рН 6,0−6,5. За цих значень вихід
біомаси становив понад 11,5 г/л на 14-ту
добу культивування у стаціонарних умовах.
За даними літератури, під час вирощування
культури C. militaris діапазон оптимальних
значень рН для росту міцелію і накопичення
екзополісахаридів становив 5,0−6,0 [24−26].
За іншими даними, у разі дослідження
фізіології C. militaris на рідких живильних
середовищах максимальну концентрацію
біомаси (8,1 г/л) було одержано за початко-
вого значення рН 9,0 [3]. 

Виходячи з отриманих нами даних і ана-
лізу літератури можна зробити висновок, що
залежність росту культур C. militaris від рН
середовища є штамоспецифічною ознакою і
для кожного штаму на певному середовищі
слід знаходити його оптимальне значення. 

Для росту вегетативного міцелію C. mili-
taris кращими джерелами вуглецю були
глюкоза, лактоза і сахароза (табл. 3). 

Максимальну кількість міцеліальної
маси спостерігали для штаму C. militaris 1862
(понад 11,2 г/л), C. militaris 2029 (12,9 г/л)
і екзополісахаридів (2,6 і 2,4 г/л) відповідно.

За даними літератури [24], штами C. mili-
taris добре використовують глюкозу, крох-
маль і сахарозу, на середовищах з такими

вуглеводами культури накопичують понад
8,5 г/л біомаси на 4-ту добу культивування.

Нами встановлено, що під час росту
культур на середовищах із різними джере-
лами вуглецевого живлення рН змінювалось
у кислий бік. Зниження рН середовища
залежало в основному від природи джерела
вуглецю і швидкості його використання. На
живильних середовищах із повільним вико-
ристанням джерела вуглецю, зокрема крох-
малю, значення рН знижувалось у процесі
росту меншою мірою (до 4,8−5,2), ніж на
середовищах з глюкозою (4,0−4,2).

Як джерела азоту застосовували неорга-
нічні (NaNO3, (NH4)2НPO4, (NH4)2SO4) і орга-
нічні (пептон, дріжджовий і кукурудзяний
екстракти). Серед органічних оптимальни-
ми джерелами азоту для росту C. militaris
були пептон і дріжджовий екстракт (нако-
пичення міцеліальної маси — понад 12 г/л)
(табл. 4). 

Оптимальним серед неорганічних дже-
рел азоту виявився фосфат амонію (кіль-
кість біомаси — понад 10,0 г/л). Це можна
пояснити тим, що фосфат амонію є джере-
лом не лише азоту, але й фосфору, який
є необхідним для нормального росту грибів.

Слід зазначити, що оптимальні для нако-
пичення біомаси C. militaris глюкоза, саха-
роза, пептон, дріжджовий екстракт є поши-
реними компонентами рідких і твердих
живильних середовищ і їх найчастіше засто-
совують для культивування різних видів
грибів, у тому числі й роду Cordyceps [11, 12,
24−26].

Визначення накопичення екзополісаха-
ридів на рідких середовищах (табл. 4) показа-
ло, що їх максимальна кількість фіксується
на середовищах із пептоном та дріж джовим
екстрактом (2,9 і 2,1 г/л відповідно).
Найменший вплив на цей показник мали
середовища з мінеральними джерелами
азоту. 

За даними літератури, накопиченню
екзополісахаридів сприяли фосфат амонію 

Рис. 5. Накопичення міцеліальної маси
штамами C. militaris на середовищах з різними

початковими значеннями рН (14-та доба): 
штам 1862; штам 2029.

Таблиця 3. Вплив джерел вуглецю на ріст C. militaris і синтез екзополісахаридів

Джерело вуглецю
C. militaris, 1862 C. militaris, 2029

Біомаса, г/л Екзополісахариди, г/л Біомаса, г/л Екзополісахариди, г/л

Глюкоза 11,3±0,4 2,4±0,2 12,7±0,3 2,2±0,1

Крохмаль 10,8±0,3 1,8±0,1 11,5±0,2 1,3±0,3

Ксилоза 9,2±0,3 2,2±0,3 9,8±0,3 1,9±0,2

Лактоза 11,2±0,5 2,4±0,3 12,1±0,3 2,2±0,2

Мальтоза 11,0±0,3 1,1±0,2 11,6±0,4 0,9±0,1

Маноза 8,5±0,4 1,7±0,2 9,3±0,2 1,3±0,2

Сахароза 11,5±0,3 2,6±0,1 12,9±0,4 2,1±0,2
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і пептон, на цих середовищах кількість їх
становила 1,05 і 1,19 г/л відповідно [12].
У роботі [24] наведено дані щодо впливу
джерел вуглецю й азоту на накопичення
міцеліальної маси та екзополісахаридів.
Найсприятливішими джерелами вуглецю
виявились кукурудзяний екстракт і соєвий
пептон ( 1,97 та 1,06 г/л відповідно). 

Отже, особливості накопичення біомаси
та екзополісахаридів C. militaris залежать
передусім від складу середовища і пов’язані
з наявністю речовин-індукторів та хімічною
природою сполук, що є джерелами вуглецю
й азоту для гриба.

Оскільки комплексні середовища, з од но -
го боку, є сприятливішими для росту й одер -
жання БАР з грибів, ніж синтетичні, а з дру-
гого — відносно дешевими, за культивування
C. militaris доцільно використовувати середо-
вища з пептоном і дріжджовим екстрактом. 

Дані літератури, а також результати
нашої роботи свідчать, що фізіологічні влас-
тивості різних видів грибів суттєво різнять-
ся і тому не може існувати універсального
живильного середовища, склад якого був би
оптимальним і придатним для будь-якої
культури. Одержані дані щодо росту і біо-
синтетичної активності досліджених штамів
C. militaris дають змогу в подальшому спрог-
нозувати оптимізацію рідких живильних
середовищ для глибинного культивування з
метою одержання міцеліальної маси та екзо-
полісахаридів.

У літературі ми не знайшли даних сто-
совно впливу світла на розвиток вегетатив-
ного міцелію. Проте відомо, що світло також
впливає на морфологію культур і познача-
ється на характері подальшого плодоно -
шення.

Дослідження впливу світла на швидкість 
радіального росту і морфологію колоній 
штамів C. militaris під час культивування на
агаризованому середовищі показало, що
опромінення синім світлом (довжина хвилі
450,0 нм) збільшувало швидкість радіально-
го росту C. militaris на 10,0%, а опромінення
червоним світлом (632,8 нм) — на 13,8%. На
4-ту добу після опромінювання C. militaris
у морфології його колоній на СА з’являють-
ся відмінності: у дослідному варіанті на від-
міну від контрольного край колонії стає
білим пухнастим, ближчий до центру злегка
втиснений міцелій жовтіє (рис. 6). 

Опромінення посівного міцелію в ім -
пульс ному режимі (450,0 нм) індукувало
формування стром гриба C. militaris на рід-
кому живильному середовищі з пептоном
(рис. 7, А, Б).

Опромінення блакитним світлом
(450 нм) стимулювало синтез біомаси
C. militaris (5−10%). Як блакитне, так і чер-
воне (632,8 нм) світло не впливало на акуму-
ляцію ендополісахаридів і дещо зменшувало
продукцію екзополісахаридів (табл. 5). 

Таблица 4. Вплив джерел азоту на ріст C. militaris і синтез екзополісахаридів

Джерело азоту
C. militaris, 1862 C. militaris, 2029

Біомаса, г/л Екзополісахариди, г/л Біомаса, г/л Екзополісахариди, г/л

NaNO3 6,7±0,4 1,2±0,1 7,7±0,3 1,2±0,2

(NH4)2HPO4 10,0±0,2 1,0±0,1 9,4±0,3 1,0±0,2

(NH4)2SO4 6,0±0,2 0,3±0,2 5,3±0,2 0,3±0,1

Пептон 12,0±0,4 2,9±0,3 12,8±0,4 2,6±0,1

Дріжджовий
екстракт 12,0±0,3 2,1±0,2 12,5±0,3 2,0±0,3

Кукурудзяний
екстракт (КЕ) 8,0±0,2 1,4±0,1 7,7±0,2 1,4±0,2

Таблиця 5. Ріст C. militaris і синтез полісахаридів після опромінення

Довжина хвилі Біомаса, а.с.в. Ендополісахариди, % Екзополісахариди, г/л

Без опромінення 5,33±0,09 13,2±0,33 5,5±0,11

450,0 нм 6,18±0,17 13,3±0,47 3,3±0,08

632,8 нм 5,67±0,26 13,5±0,51 3,8±0,10
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Таким чином, за допомогою сканувально-
го електронного мікроскопа досліджено
основні мікроморфологічні особливості веге-
тативного міцелію C. militaris. Виявлені
мікроморфологічні ознаки можна викорис-
товувати для ідентифікації культур цього
виду та контролю чистоти у вегетативній ста-
дії росту за умов штучного культивування.

Отримано дані про ріст і морфологію
культур C. militaris на агаризованих
живильних середовищах різного складу за
різних температур інкубації. За величиною
швидкості росту досліджені штами можуть
бути віднесені до групи грибів, що ростуть
повільно. Проведені якісні ензиматичні

тести показали, що досліджені культури
мають значний набір гідролітичних ензимів
і за умов збереження в умовах колекції не
втрачають своєї фізіологічної активності.
Встановлено оптимальні для росту джерела
вуглецю (глюкоза, лактоза і сахароза), орга-
нічні джерела азоту (пептон, дріжджовий
екстракт) та фосфат амонію (рН 6,0−6,5).  

Доведено, що опромінення світлом різної
природи стимулює біологічну активність
вегетативного міцелію, що сприяє збільшен-
ню швидкості радіального росту та накопи-
ченню біомаси на рідких середовищах.

Рис. 6. Міцеліальні колонії Cordyceps militaris на СА після опромінення:
А — Не-Ne лазером, довжина хвилі 632,8 нм;  Б — аргоновим лазером, довжина хвилі 450 нм

А Б
Cordyceps
militaris

Контроль

Рис. 7. Утворення стром Cordyceps militaris на рідкому середовищі з пептоном:
А — контроль; Б — після опромінення в імпульсному режимі (450,0 нм) 

А Б
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НЕКОТОРЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ
СВОЙСТВА ГРИБА 

Cordyceps militaris (L.: Fr.) Fr. (Ascomycota) 
КАК ПРОДУЦЕНТА 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ ВЕЩЕСТВ 
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Киев
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Представлены результаты исследования
роста и морфологических особенностей куль-
тур лекарственного гриба Cordyceps militaris из
коллекции Инсти тута ботаники им. Н. Г. Хо -
лодного НАН Украи ны. Методом сканирую-
щей электронной микроскопии изучены
характерные для данного вида микроморфоло-
гические структуры. Морфолого-культураль-
ные исследования проводили на четырех ага-
ризованных питательных средах. Для всех
исследованных штаммов оптимальными для
вегетативного роста были глюкозо-пептон-
дрожжевой агар и мальц-экстракт агар, темпе-
ратура инкубации — 16 °С, критическая темпе-
ратура — 36 °С. Оптимальными источниками
углерода для вегетативного роста мицелия
были глюкоза, лактоза и сахароза, среди 
органических источников азота — пептон и
дрожжевой экстракт, рН 6,0–6,5. Облучение
светом различной природы стимулировало
скорость радиального роста гриба на
агаризованных и накопление биомассы — на
жидких питательных средах.

Ключевые слова: Cordyceps militaris, скани -
рую щая электронная микроскопия, рост, мор -
фо логия, температура инкубации, источники
углерода и азота, рН, мицелиальная масса.

SOME BIOLOGICAL PROPERTIES 
OF Cordyceps militaris (L.: Fr.) Fr.

(Ascomycota) MUSHROOM 
AS PRODUCER OF MEDICINAL
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N. L. Poyedinok
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Academy of Sciences of Ukraine, 
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Results of the study on growth and morpho-
logical peculiarities of valuable medicinal mush-
room Cordyceps militaris from the culture collec-
tion of mushrooms of Kholodny Institute of
Botany of the National Academy of Sciences of
Ukraine are given. Using the method of scanning
electron microscopy, the micro-morphological
structures specific to this species were studied.
This allows identifying this species in pure cul-
ture. Culture-morphological studies were per-
formed on four agar nutrient media. Glucose-
peptone-yeast agar medium, malt agar extract
and incubation temperature of 16 °C were the
most favorable for the vegetative growth of all
the tested strains. Temperature of 36 °C is criti-
cal. Maximal growth of C. militaris was observed
at pH 6.0−6.5. The optimal sources of carbon for
vegetative mycelium growth were glucose, lac-
tose and sucrose, whereas peptone and yeast
extract were the best sources of nitrogen. Light
irradiation of different nature stimulated the
radial growth in agar media and accumulation of
their biomass in liquid ones.

Key words: Cordyceps militaris, scanning elec-
tron microscopy, the growth, morphology, incu-
bation temperature, carbon and nitrogen sour -
ces, pH, mycelia mass.
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Аденозин-5-трифосфат (АТФ) — нуклео-
тид, який відіграє роль універсального дже-
рела енергії для біохімічних процесів, що
відбуваються в організмі людини [1]. За
активації м’язової діяльності гідроліз АТФ
пришвидшується й інтенсивність енергетич-
ного обміну зростає в 100–1 000 разів порів-
няно зі станом спокою. Проте запасів АТФ
вистачає лише на перші 2–3 с рухової актив-
ності, після чого організмові доводиться їх
поновлювати [2].

Концентрація АТФ у м’язах відображає
баланс між швидкістю ресинтезу АТФ та
швидкістю його утилізації. Величина кон-
центрації, навіть під час довільного скоро-
чення м’язів, завжди є досить стабільною.
З підвищенням активності скорочення м’я -
зів підвищується ступінь утилізації АТФ,
що пов’язано зі значним збільшенням
актив ності ензимів, які беруть у цьому
участь. Із фізіологічного погляду зниження
швидкості використання АТФ призводить
до розвитку втоми або неспроможності
м’язів виконувати необхідну роботу. У цій
ситуації втома виконує роль захисного
бар’єра, який забезпечує підтримку достат-
нього рівня АТФ у тому разі, коли механіз-
ми його ресинтезу не дають змоги задоволь-

нити потребу в цій сполуці. Пригнічення
АТФазної активності призводить до знижен-
ня швидкості утилізації АТФ, що перешкод-
жає надмірному зменшенню його рівня
в м’я зовому волокні [3].

Додаткове споживання АТФ дає змогу
поповнювати енергетичні ресурси організ-
му, сприяє адаптації до інтенсивних фізич-
них навантажень, підвищенню фізичної
працездатності та прискоренню процесів
відновлення. Однак через дуже короткий
період напіврозпаду в крові виникає пробле-
ма складності доставлення АТФ до клітин.
За екзогенного надходження АТФ швидко
руйнується під дією позаклітинних ензимів
до аденозиндифосфату (рис. 1), а потім до
аденозинмонофосфату і аденозину [2].

Окрім того, АТФ, як й інші гідрофільні
аніони, не може потрапити до клітини через
плазматичну мембрану. Вищезазначені фак-
тори унеможливлюють використання АТФ
як біоенергетичного субстрату [4–7].

У пошуках альтернативного способу
захисту від руйнування за перорального
застосування АТФ було досліджено ліпосом-
ні форми АТФ. Широкі можливості застосу-
вання ліпосом (замкнених везикул, оточе-
них одним або декількома шарами ліпідів),
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Досліджено використання ліпосомної форми аденозин-5-трифосфату для перорального введення.
Наведено методи одержання і визначення розмірів ліпосом та відсоткового вмісту в них аденозин-5-
трифосфату. Вивчено вплив ліпосомної форми аденозин-5-трифосфату на фізичну працездатність
лабораторних тварин методом плавання до граничного виснаження. Показано, що застосування
ліпосомної форми порівняно з вільним аденозин-5-трифосфатом (за аналогічного дозування) сприя-
ло підвищенню працездатності лабораторних тварин. За одноразового введення ліпосомної форми
аденозин-5-трифосфату протягом 6 днів у дозі 30 мг/кг підвищилась працездатність на 62%, а в дозі
60 мг/кг  на 76%, 12 днів – на 64% і 93%, відповідно.
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зумовлені сукупністю їхніх біологічних
властивостей: хімічною інертністю, біосу-
місністю, відсутністю токсичності [8].
Ліпосоми здатні спрямовано доставляти біо-
логічно активні речовини у потрібні органи
і тканини організму.

Ліпосоми використовують у медицині
і харчовій промисловості. Також як вектори
їх застосовують у генній терапії.

Ефективність ліпосомної форми АТФ
було продемонстровано в низці досліджень.
Зокрема, в роботі [9] показано позитивний
ефект застосування ліпосомної форми АТФ
для захисту ендокринних клітин людини від
нестачі енергетичних ресурсів у моделі клі-
тинної культури сепсису. У роботі [10] вста-
новлено, що використання ліпосомної
форми АТФ дає змогу компенсувати більшу
кількість ішемічних виявів, допустимих
перед зниженням електричної активності
мозку і остаточним руйнуванням його клі-
тин. У роботах [5, 6] показано, що ліпосомна
форма АТФ захищає клітини міокарда від
ішемічних і реперфузійних ушкоджень.
У вищезазначених роботах ліпосомні форми
АТФ уводили парентерально.

Мета роботи полягала у виборі оптималь-
ного способу отримання ліпосомної форми
АТФ для перорального застосування та
дослідження ефективності споживання
ліпосомної форми АТФ з метою підвищення
фізичної працездатності. 

Матеріали і методи

Виготовлення ліпосомної форми АТФ
здійснювали, використовуючи метод замо-
рожування-відтавання, що є найбільш ефек-
тивним для включення АТФ у ліпосоми [4].
Для отримання ліпосом брали суміш соняш-
никового лецитину (ВАТ «НВЦ Дніпро тех -
но логії», Україна), холестеролу (AppliChem
GmbH, Німеччина) і поліетиленгліколю
(A.C.E.F. S.p.A., Італія) у масовому співвід-
ношенні 2,45:1:0,04. Підготовлену суміш
розчиняли в органічному розчиннику та
випарювали в ротаційному випарювачі до
утворення ліпідної плівки. Процес гідролізу
ліпідної плівки проводили за температури
40 °С розчином АТФ (Sigma, СШA) за кон-

центрації 20 ммоль/л протягом 30 хв.
Здійснювали 10 циклів заморожування-від-
тавання. Заморожування проводили за тем-
ператури –80 °С, танення —  на водяній бані
за +30 °С [11]. Розчин АТФ, що не ввійшов у
ліпосоми, відділяли центрифугуванням [4].
Одержаний розчин пропускали через
екструдер із мембранами, діаметром пор 200
і 100 нм.

Вміст включеного в ліпосоми АТФ ви -
зна чали за допомогою високоефективної
рідинної хроматографії (Dionex Ultimate
3000, колонка Discovery C18 250´4,6 мм,
5 мкм, Supelco (СШA), аналіз проводили в
ізократичних умовах, рухома фаза — суміш
0,1 моль буфера КН2РО4 і метанолу у спів-
відношенні 96:4 v/v за швидкості потоку
1 мл/хв, l = 254 нм [4–7]).

Розмір ліпосом обчислювали за допомо-
гою динамічного світлорозсіювання, вико-
ристовуючи лазерний фотонкореляційний
спектрометр Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instrument, Великобританія) [12]. Спектро -
метр дає змогу встановити коефіцієнт дифузії
дисперсних частинок у рідині, аналізуючи
характерний час флуктуації інтенсив ності
розсіяного світла. Реєстрацію та статистич-
ну обробку лазерного випромінювання, роз-
сіяного від водної суспензії ліпосомної
форми АТФ, здійснювали за температури
25 °С під кутом розсіювання 173°. Для
контролю стабільності вимірювання пов -
торювали 4 рази. Результати розподілу за
розмірами в одиницях інтенсивності та кіль-
кісному вимірі одержали з аналізу кореля-
ційної функції з використанням алгоритму
General purpose програмного забезпечення
Zetasizer Software 6.20. 

Для визначення біодоступності ліпо-
сомної форми АТФ було використано 
50 бі лих лінійних мишей-самців з масою
тіла 22–28 г. Дослідні тварини перебували
у віварії за температури повітря 20–24 °С,
вологості — не більше 65%, у режимі 
«день-ніч». Тварини знаходились у метале-
вих клітках достатнього розміру, на стан-
дартному раціоні віварію і отримували
питну воду та корм ad libitum [13].
Експерименти на тваринах виконували від-
повідно до «Загальних принципів експери-
ментів на тваринах», схвалених І–ІV
Національними конгресами з біоетики
(Київ, 2001–2011 рр.) і узгоджених з поло-
женнями «Європейської конвенції про
захист хребетних тварин, які використову-
ються для експериментальних та інших
наукових цілей», Страсбург, 1985 [14].
Протокол дослідів було погоджено Комісією

Рис. 1. Реакція розпаду АТФ
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з біоетики ДУ «Інститут харчової біотехно-
логії та геноміки НАН України».

Методом випадкової вибірки тварини
було розподілено на 5 груп по 10 особин:

· перша — інтактна група тварин, яких
утримували за стандартних умов віварію
(контроль);

· друга — група тварин, яким перораль-
но вводили АТФ з розрахунку 30 мг/кг;

· третя — група тварин, яким перораль-
но вводили АТФ з розрахунку 60 мг/кг;

· четверта — група тварин, яким перо-
рально вводили ліпосомну форму АТФ з роз-
рахунку 30 мг/кг;

· п’ята — група тварин, яким перораль-
но вводили ліпосомну форму АТФ з розра-
хунку 60 мг/кг.

Результати досліджень зі встановлення
активності АТФ [15, 16] було враховано під
час вибору доз. Ліпосомну форму АТФ
і АТФ у вільному вигляді вводили за 5 хв до
початку експерименту.

Вплив ліпосомної форми АТФ на фізичну
працездатність лабораторних тварин вивча-
ли за методом плавання до граничного
виснаження [17].

Експериментальних тварин поміщали
в резервуар діаметром 1,5 м, завглибшки
0,8 м, заповнений водою з температурою
28–32 °С. З води попередньо видаляли буль-
башки повітря шляхом кип’ятіння. Вантаж,
що становив 7,5% від маси тіла тварини,
прикріплювали до основи її хвоста таким
чином, щоб тварина могла вільно рухатись.
Критерієм стомлювання і припинення пла-
вання вважали перше «пірнання» із зану-
ренням носових пазух у воду. Ефективність
дії ліпосомної форми АТФ оцінювали за
збільшенням тривалості плавання дослід-
них груп порівняно з контрольними група-
ми, які отримували АТФ у вільному вигляді
[17]. Експеримент проводили на 6-ту та 12-ту

добу за щоденного споживання мишами
ліпосомної форми АТФ. В інші дні миші
виконували тренувальне плавання в резер-
вуарі без вантажу протягом 15 хв.

Статистичну обробку результатів
проводили шляхом розрахунку середніх
арифметичних величин, їх середньоквадра-
тичних відхилень і похибок. Для визначен-
ня вірогідних відмінностей між середніми
величинами використовували критерій
Стьюдента. Розбіжності вважали статистич-
но вірогідними за Р £ 0,05 [18].

Результати та обговорення

Ефективність включення АТФ у ліпосо-
ми визначали методом високоефективної
рідинної хроматографії. 

Після статистичної обробки отриманих
даних кількість АТФ, включеного в ліпосоми,
з вірогідністю Р = 0,95 становила 41,7±0,9%.
Одержані результати свідчать про відносно
високий рівень включення АТФ, що співвід-
носиться з даними літератури [4].

Вимірювання кореляційної функції
флуктуацій інтенсивності розсіяного світла
й інтегральної інтенсивності розсіювання
дає змогу визначити коефіцієнт трансляцій-
ної дифузії дисперсних частинок в розчинах
і за рівнянням Стокса встановити розподіл
наночастинок за розміром. Вимірювання
повторювали 4 рази з усередненням резуль-
тату (рис. 2, а). Діапазон дисперсності
ліпосом в одиницях інтегральної інтенсивнос-
ті розсіювання виявився досить широким
(рис. 2, б). За результатами проведених
дослі джень було встановлено, що ліпосомна
форма АТФ є стабільною. 

Розміри сумарної фракції ліпосом знахо-
дились у межах від 30 до 1 000 нм, хоча роз-
міри переважної більшості ліпосом (W за
кіль кістю = 91%) — в діапазоні від 30 до

Рис. 2. Розподіл сумарної фракції ліпосомної форми АТФ за розмірами 
(в одиницях інтенсивності) 
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100 нм (рис. 3, а, б) і лише незначна кіль-
кість фосфоліпідних структур (W за кількіс-
тю = 9%) мали розміри, що перевищують
100 нм.

Між рисунками 2 і 3 існує принципова
різниця. Перший дає уявлення про інтег-
ральний (сумарний) розподіл всіх частинок
(везикул) у розчині. Другий показує конк-
ретне розподілення частинок з вірогідністю
Р £ 95% за розмірами (30–100 нм).

Проте розміри останніх настільки вели-
кі, що їхня інтегральна інтенсивність роз-
сіювання (W за інтенсивністю = 93%) знач-
но перевищує цей показник для всіх
ліпосом, менших за 100 нм (W за інтенсив-
ністю = 7%). 

Одержані дані можуть свідчити про
наявність у досліджуваному зразку мульти-
ламілярних ліпосом (складаються з бага-
тьох ліпідних шарів, розділених водними
фазами, і мають великі розміри) [8].

Результати дослідження функціональної
ефективності ліпосомної форми АТФ наве-
дено в таблиці.

Проведені дослідження згідно з методом
плавання до граничного виснаження пока-
зали, що інтактна група тварин на 6-й день
експерименту утримувалась на воді протя-
гом 138,4±5,5с, що співвідноситься з дани-
ми літератури [17].

Як випливає з даних таблиці, тривалість
утримання на воді 2-ї та 3-ї груп дослідних
тварин як на 6-й, так і на 12-й день експери-
менту достовірно не відріз ня лись (Р £ 0,05)

від інтактної групи (контроль) в аналогіч-
ний період дослідження. Це підтверджує
той факт, що у вільному вигляді АТФ не
може слугувати біоенергетичним субстра-
том [4–7]. 

Для 4-ї та 5-ї груп тривалість утримання
тварин на воді на 6-й день експерименту ста-
новила 234,8±5,1 с (Р ≤ 0,05) і 237,6±4,7 с
(Р ≤ 0,05), що на 70% і 91% вище, відповід-
но, ніж результати інтактної групи. На 12-й
день експерименту тривалість утримання
тварин на воді 4-ї та 5-ї груп на 71% (Р ≤
0,05) і 106% (Р ≤ 0,05), відповідно, пере -
вищувала результати інтактної групи (конт -
ролю).

Таким чином, уведення ліпосомної
форми АТФ сприяло підвищенню фізичної
працездатності лабораторних тварин за од -
норазового споживання протягом 6 днів у
дозі 30 мг/кг на 62% (Р ≤ 0,05), у дозі
60 мг/кг — на 76% (Р ≤ 0,05), а протягом
12 днів — на 64% (Р ≤ 0,05) і 93% (Р ≤ 0,05),
відповідно, порівняно із застосуванням АТФ
у вільному вигляді за аналогічного дозу -
вання.

Одержані дані свідчать про властивість
ліпосомної форми АТФ затримувати настан-
ня втоми. Введення АТФ у вільному вигляді
суттєвим чином не вплинуло на фізичну
витривалість лабораторних тварин, що
може свідчити про швидку деградацію цієї
речовини в організмі.

Слід зауважити, що енергетичний стан м’я -
зової тканини є далеко не єдиним чинником,

Рис. 3. Кількісний розподіл ліпосомної форми АТФ за розмірами
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на який впливає АТФ для запобігання роз-
виткові втоми [3]. У роботі [15] було зробле-
но припущення про вплив АТФ на пурин -
енергетичні рецептори з наступним
метаболічним ефектом. Екзогенні макроер-
гічні нуклеотиди не можуть слугувати суб-
стратом енергетичних шляхів як через
незначну їх кількість, так і через швидку
метаболічну деградацію. Результати дослід-
жень [15] дають підстави вважати, що такий
ефект може бути основним у механізмі
актопротекторного впливу нуклеотидів.
Відомо, що пуринові нуклеотиди беруть
участь у регуляції активності аденілатцик-
лазної систе ми. Варто зазначити, що ефек-
ти, які спричинюють пуринові нуклеотиди,
мають різноспрямований характер, який
залежить від специфічності тканини. Крім
того, екзогенний АТФ виявляє виражені
ангіодилатуючі властивості і, таким чином,
може змінювати співвідношення притоку
і відтоку метаболітів у функціонально
активних органах у бік їх оптимізації.

Таким чином, у результаті проведених
досліджень було використано оптимальний
спосіб одержання ліпосомної форми АТФ
для перорального застосування, що забезпе-
чив відносно високий рівень включення
АТФ у ці частинки. Встановлено, що ліпо-
сомна форма АТФ є стабільною і в разі вико-
ристання екструдерів з мембранами відпо-
відних розмірів (200 нм і 100 нм) можна
отримати ліпосоми, розміри яких лежать у
діапазоні 30–100 нм. Метод плавання до гра-
ничного виснаження показав, що викорис-
тання ліпосомної фор ми АТФ сприяло збіль-
шенню фізичної витривалості лабораторних
тварин порівняно з інтактною групою та
групами, яким уводили вільний АТФ. 

Одержані дані можуть свідчити про
затримку настання втоми пуриновими нук-
леотидами. Це підтверджує той факт, що
ліпосомна форма АТФ може слугувати біо-
енергетичним субстратом і застосовуватись
для створення харчових продуктів для діє-
тичного споживання.
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А. В. Хробатенко1

Н. В. Притульская1

С. М. Шульга2

1Киевский национальный 
торгово-экономический университет,

Украина
2ГO «Институт пищевой биотехнологии 

и геномики НАН Украины», Киев

E-mail:shulga5@i.ua

Исследовано использование липосомной
формы аденозин-5-трифосфата для перораль-
ного введения. Приведены методы получения
и определения размеров липосом, а также про-
центного содержания в них аденозин-5-три-
фосфата. Изучено влияние липосомной формы
аденозин-5-трифосфата на физическую работо-
способность лабораторных животных методом
плавания до предельного истощения. Пока -
зано, что использование липосомной формы по
сравнению со свободным аденозин-5-трифос-
фатом (в аналогичной дозировке) способство-
вало увеличению работоспособности лабора-
торных животных. Применение липосомной
формы при однократном введении в течение
6 дней в дозе 30 мг/кг способствовало уве-
личению работоспособности на 62%, в дозе
60 мг/кг — на 76%, 12 дней — на 64% и 93%
соответственно.

Ключевые слова: аденозин-5-трифосфат,
липосомы, липосомная форма аденозин-5-
трифосфата, физическая работоспособность.
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Liposomal form of adenosine-5-triphosphate
(ATP) for oral applying was studied. The me -
thods of obtaining and determining the size of
the liposomes, the definition of ATP percentage
content in liposomes were proposed. The effect
of liposomal form of ATP on physical performan-
ce of laboratory animals by swimming to the
limit of exhaustion was studied. It was shown
that using of the liposomal form as compared
with free ATP (in a similar dose) promoted the
increased efficiency of laboratory animals.
Application of liposomal form occurring at sin-
gle administration for 6 days at a dose of 30
mg/kg facilated a 62% increase of efficiency,
and 60 mg/kg did 76%, while consumption of
liposomal form of ATP for 12 days did 64% and
93%, respectively.

Key words: liposomes, liposomal form ATP,
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Сучасним напрямом прикладних міколо-
гічних досліджень є пошук перспективних
продуцентів біологічно активних речовин.
Науковий досвід свідчить, що дереворуйнів-
ні базидіальні гриби мають лабільну й різно-
манітну ензиматичну систему, складність
якої зумовлена структурою природних суб-
стратів, якими вони живляться. Саме тому
в біотехнологічній галузі базидіоміцети роз-
глядають як перспективні продуценти сиро-
вини для виробництва харчових добавок,
антибіотиків, стероїдів, різних кислот, ріст -
активуючих речовин, вітамінів тощо [1].
Ензиматична конверсія рослинної сирови-
ни, продукти трансформації якої можна
широко застосовувати для одержання про-
дуктів харчування, протеїново-вітамінних
концентратів, спиртів, а також як замінни-
ки вуглеводного палива, є актуальним
питанням сьогодення [2]. 

До найбільш вивчених целюлаз нижчих
грибів належать ензиматичні системи пред-
ставників родів Trichoderma, Penicillium,
Asper gil lus, Fusarium [3], серед вищих гри-
бів можна відзначити представників родів
Phanerochaete, Coriolus, Schizophyllum,

Irpex, Stereum [1, 4]. Сапротрофні дерево-
руйнівні гриби мають у своєму складі весь
спектр ензимів (екзо-, ендоглюканази,
целобіогідролази, целобіази, геміцелюлази,
пектинметилгідролази, екзо-, ендополіга-
лактуронази), що потрібні для біодеградації
складних і водночас широко розповсюдже-
них компонентів. Активність окремих ком-
понентів целюлазного комплексу досить
видоспецифічна й істотно залежить від
умов культивування [1, 5]. Тому пошук та
добір високоактивних культур є першочер-
говим завданням у вирішенні питання біо-
трансформації лігноцелюлозної сировини
[6]. Базидіальний гриб Stereum hirsutum
(Wild.) Gray є космополітом, трапляється
на залишках багатьох видів листяних дерев
[7]. Про зацікавленість науковців цим гри-
бом та його властивостями свідчать публі-
кації [8−11]. Трофічна невибагливість S. hir-
sutum може вказувати на високий
по тенціал ензимів гідролітичного комплек-
су. Враховуючи значну гетерогенність спо-
рового матеріалу, високоактивна дикаріо-
тична культура може становити інтерес для
біотехнології.

УДК 577.152.321

ЗАЛЕЖНІСТЬ АКТИВНОСТІЗАЛЕЖНІСТЬ АКТИВНОСТІ
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МОНО- ТА ДИКАРІОТИЧНИХ КУЛЬТУРМОНО- ТА ДИКАРІОТИЧНИХ КУЛЬТУР
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Досліджено активність целюлозолітичних ензимів культур Stereum hirsutum (Wild.) Gray, різних за
ядерним статусом, залежно від субстрату. Найпродуктивнішими за синтезом ендоглюконаз були монока-
ріотичні культури Sh1-4 та Sh7-2. Встановлено, що живильне середовище зі вмістом фільтрувального
паперу є оптимальним для синтезу целюлаз (культура Sh1-4, максимум целюлозолітичної активності —
319 µМ/мг, культура Sh7-2 — 101 µМ/мг). За культивування на тирсі деревини максимум целюлозолі-
тичної активності у культури Sh1-4 спостерігали на 10-ту добу — 142 µМ/мг (тирса дуба), у культури 
Sh7-2 — на 20-ту добу — 34 µМ/мг (тирса ясеня). Дослідження якісного складу целюлозолітичних ензи-
мів дало змогу встановити наявність чотирьох екзоензимів Сх-комплексу з відносною електрофоретичною
рухливістю 0,22; 0,24; 0,47; 0,74. Ензим з відносною електрофоретичною рухливістю 0,47 відзначається
високою концентрацією та активністю. 
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Мета роботи — дослідити залежність
целюлозолітичної активності моно- та дика-
ріотичних культур сапротрофного гриба
S. hirsutum за культивування на різних суб-
стратах. 

Матеріали і методи

Попередньому скринінгу було піддано
шість дикаріотичних культур S. hirsutum.
Далі відібрали дві найактивніші культури,
які було виділено з плодових тіл грибів, що
зростали у м. Ялті (Південний Берег Криму) —
Sh1 та м. Макіївці (Південний Схід Украї -
ни) — Sh7. Виділення чистої культури про-
водили за загальновідомими методами з
використанням пероксиду водню [12].
Одержану чисту культуру вирощували на
картопляно-агаризованому середовищі у
термостаті ТС-80М-2 за температури 26 °С.
Моноспорові культури (Sh1-1, Sh1-2, Sh1-3,
Sh1-4, Sh7-1, Sh7-2, Sh7-5) отримували
методом спорових відбитків, з яких робили
змив з наступним багаторазовим розведен-
ням стерильною дистильованою водою.
Однорідну водну суспензію базидіоспор висі-
вали глибинно у чашки Петрі на агаризова-
не середовище й пророщували у термостаті
[12]. Чистоту та належність до моноспоро-
вих культур контролювали за допомогою
мікроскопії.

Штами культивували на рідкому жи -
виль ному середовищі Чапека такого складу
(г/л): NaNO3 — 2 г, K2HPO4 — 1 г ,
MgSO4·7H2O — 0,5 г, FeSO4·7H2O — 0,01 г,
KCl — 0,5 г [13]. Як єдине джерело вуглецю
використовували фільтрувальний папір
(Whatman № 1, щільність 80 г/м2). Природ -
ним джерелом вуглецю слугувала дрібна
тирса деревини абрикоса (Prunus sp.), ясеня
(Fraxinus sp.) та дуба (Quercus sp.) у кількос-
ті 50 мг на 20 мл живильного середовища.
Культивування проводили у колбах
Ерленмеєра об’ємом 100 мл за оптимальної
температури 24 °С упродовж 20 діб. 

Активність позаклітинних ендоглюка-
наз визначали на 5-, 10-, 15- та 20-ту добу
культивування стосовно Na-карбоксиметил-
целюлози (С5678, Sigma). За одиницю
активності приймали кількість редукуючих
цукрів (µМ), утворених 1 мг протеїну, що
міститься в культуральній рідині, за 1 год.
Редукуючі цукри виявляли методом Шомо -
дьї−Нельсона [12, 14]. Кількість протеїну
визначали спектрофотометрично [15, 16]. 

Якісний склад Сх-ендоглюканаз оціню-
вали електрофоретичним методом. Для цього
застосовували 7,5%-й поліакриламідний

гель зі вмістом Na-КМЦ з використанням
трис-гліцинової буферної системи (рН 8,3)
[17, 18]. Гель витримували протягом 30 хв у
0,2 М фосфатному буфері за температури
50 °С. Потім забарвлювали його, використо-
вуючи барвник конго-червоний. Концент ру -
вання культуральної рідини здійснювали за
допомогою системи Vivaspin turbo 15
(Sartorius stedim biotech Gmbh).

Отримані дані обробляли статистично за
допомогою дисперсійного аналізу, зокрема
порівняння середніх — за методом Дункана
[19]. 

Результати та обговорення

Попередній скринінг культур S. hirsutum
дав змогу встановити найбільш активні ізо-
ляти з подальшим синтезом ензимів целю-
лозолітичної дії (рис. 1). Так, культура Sh1-
4 показала вірогідний максимум активності
на 5-ту добу — 319 µМ/мг протеїну.
Культура Sh7-2 була менш активною
(101 µМ/мг), але вірогідний максимум її
целюлозолітичної активності також спосте-
рігався на 5-ту добу. Високі показники пито-
мої целюлозолітичної активності на 5-ту
добу пояснюються низькою концентрацією
загального протеїну в культуральній рідині,
що свідчить про високу синтетичну актив-
ність у культури саме целюлаз. Однак низь-
ка концентрація протеїну унеможливлює
його практичне отримання в цей термін.
Слід також зазначити, що хоча дикаріотич-
ні культури Sh1 та Sh7 S. hirsutum містять
удвічі більше ДНК, вони не мають суттєвої
переваги в експресії целюлозолітичних
ензимів. Завдяки гетерогенності монокаріо-
тичних культур деякі з них виявляють
ендоглюканазну активність, що є значно
вищою порівняно з батьківськими культу-
рами.

На другому етапі досліду використовува-
ли культури, найбільш активні за синтезом
ензимів целюлозолітичної дії. Встановлено,
що загалом питома целюлозолітична актив-
ність досліджуваних культур на фільтру-
вальному папері була вищою, ніж у разі
культивування на тирсі дерев різних видів
(рис. 2). Вірогідний максимум целюлозолі-
тичної активності у культури Sh1-4 за куль-
тивування на тирсі деревини спостерігали
на 10-ту добу — 142 µМ/мг протеїну (тирса
дуба). 

У випадку з культурою Sh7-2 найкра-
щою деревиною був ясень, показник дорів-
нював 34 µМ/мг на 20-ту добу культивуван-
ня (рис. 3). Максимум целюлозолітичної
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активності за культивування на деревині
абрикоса зафіксовано на 10-ту добу культи-
вування — 21 µМ/мг, а у разі культивування
на деревині дуба — 26 µМ/мг на 20-ту добу.

Для електрофоретичного дослідження
застосовували культуральні фільтрати ізо-

лятів Sh1-4 та Sh7-2 S. hirsutum, що їх було
попередньо сконцентровано. Культури виро-
щували за оптимальних умов на живильно-
му середовищі Чапека, яке містило фільтру-
вальний папір. Якісний склад целюлаз
Сх-комплексу наведено на рис. 4.

Рис. 1. Порівняльна характеристика питомої целюлозолітичної активності 
дикаріотичних та моноспорових культур S. hirsutum
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Рис. 2. Порівняння питомої целюлозолітичної активності моноспорової культури 
Sh1-4 Stereum hirsutum за культивування на різних субстратах

Рис. 3. Порівняння питомої целюлозолітичної активності моноспорової культури 
Sh7-2 Stereum hirsutum за культивування на різних субстратах
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Загалом було виявлено чотири екзоензи-
ми Сх-комплексу культур S. hirsutum.
Ізоензим з відносною електрофоретичною
рухливістю 0,47 добре визначається навіть
за умов використання неконцентрованого
культурального фільтрату. Концентрування
останнього приблизно у 12 разів допомогло
визначити ще три ізоензими, однак їхня
активність є дуже низькою. За своєю елек-
трофоретичною рухливістю ензими двох
культур схожі.

Таким чином, проведені дослідження
дали змогу встановити суттєву гетероген-

ність за целюлозолітичною активністю ди-
та монокаріотичних культур S. hirsutum.
Визначено монокаріотичні культури Sh1-4
та Sh7-2 як найбільш активні продуценти
екзоензимів целюлозолітичної дії. Усі
досліджені культури Stereum hirsutum
мають вищі показники целюлозолітичної
активності за культивування на середовищі,
що містить фільтрувальний папір. За допо-
могою зимограми встановлено, що в культур
S. hirsutum відбувається експресія чотирьох
екзоензимів Сх-комплексу. 

Рис. 4. Електрофореграма Сх-целюлаз монокаріотичних культур S. hirsutum:
1 — ізолят Sh1-4; 2 — ізолят Sh7-2.
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ЗАВИСИМОСТЬ АКТИВНОСТИ
ЦЕЛЛЮЛОЗОЛИТИЧЕСКИХ ЭНЗИМОВ

МОНО- И ДИКАРИОТИЧЕСКИХ КУЛЬТУР 
Stereum hirsutum (Wild.) Gray

(Basidiomycetes) 
ОТ СУБСТРАТА

С. М. Бойко
М. Е. Рязанова

Донецкий национальный университет,
Украина

E-mail: bsm73@ukr.net

Исследована активность целлюлозолити-
ческих энзимов культур Stereum hirsutum
(Wild.) Gray, различных по ядерному статусу,
в зависимости от субстрата. Наиболее продук-
тивными относительно синтеза эндоглюканаз
были монокариотические культуры Sh1-4 и
Sh7-2. Установлено, что питательная среда,
содержащая фильтровальную бумагу, являет-
ся оптимальной для синтеза целлюлаз (куль-
тура Sh1-4, максимум целлюлозолитической
активности — 319 µМ/мг, культура Sh7-2 —
101 µМ/мг). Максимум целлюлозолитической
активности при культивировании с опилками
древесины у культуры Sh1-4 наблюдался на
10-е сут — 142 µМ/мг (опилки дуба), у культу-
ры Sh7-2 — на 20-е сут — 34 µМ/мг (опилки
ясеня). Исследование качественного состава
целлюлозолитических энзимов позволило
установить наличие четырех экзоэнзимов Сх-
комплекса с относительной электрофоретичес-
кой подвижностью 0,22; 0,24; 0,47; 0,74.
Энзим с относительной электрофоретической
подвижностью 0,47 отличается высокой кон-
центрацией и активностью.

Ключевые слова: целлюлозолитические
энзимы, Stereum hirsutum, монокарио ти -
ческие культуры, электрофорез протеинов.

ACTIVITY DEPENDENCE 
OF CELLULOLYTIC ENZYMES MONO-

AND DIKARYOTIC CULTURES 
OF Stereum hirsutum (Wild.) Gray

(Basidiomycetes) 
FROM A SUBSTRATUM

S. M. Boiko
M. E. Ryazanova

Donetsk national university, 
Ukraine

E-mail: bsm73@ukr.net

Activity of cellulolytic enzymes cultures
Stereum hirsutum (Wild.) Gray, different nucle-
ar status, depending on the substrate have been
studied. The most productive by synthesis
endoglucanases monokaryotic cultures of Sh1-4
and Sh7-2 were determined. It is found that
nutrient medium containing filtering paper is
optimal for synthesis of cellulase (culture Sh1-4,
maximum of cellulolytic activity is 319 µМ/mg,
culture Sh7-2 — 101 µМ/mg). Maximum of cel-
lulolytic activity at cultivation with sawdust of
trees for culture Sh1-4 observed at the 10th day
was 142 µМ/mg (oak sawdust), for culture Sh7-2
at the 20th days it was 34 µМ/mg (ash-tree saw-
dust). Study of quality cellulolytic enzymes
enabled to establishe presence of four exoenzy-
mes of Cx complex with a relative electrophore-
tic mobility of 0.22; 0.24; 0.47; 0.74. Enzyme
with relative electrophoretic mobility 0.47
showed high concentration and activity.

Key words: cellulolytic enzymes, Stereum hirsu-
tum, monokaryotic cultures, electrophoresis of
proteins.
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Согласно современным представлениям
пробиотики — это живые микроорганизмы
и/или вещества микробного либо иного про-
исхождения, оказывающие при естествен-
ном способе введения благоприятное влия-
ние на физиологические, биохимические
и поведенческие реакции организма хозяина
через оптимизацию его микрофлоры [1].
Следовательно, пробиотики предназначены
для поддержания и восстановления этой
микрофлоры. В свою очередь, микробная
экология человека — это наука, изучающая
состав и функции природной микрофлоры
различных биотопов человека, взаимоотно-
шения эндогенной микрофлоры с макроорга-
низмом (организм человека или животного)
и окружающей средой, а также взаимосвязь
между отдельными компонентами микроб-
ных ценозов в норме и при патологии [2].

В настоящее время совершенствование
уже существующих и создание новых про-
биотиков является одной из главных задач
в области биотехнологии в Украине и боль-
шинстве стран мира, о чем свидетельствует
количество и многообразие международных

проектов в этой области. Ниже представле-
ны лишь наиболее известные и значимые
проекты, занимающиеся проблематикой в
данной отрасли науки.

Society for Microbial
Ecology and Disease. Од -
ним из важнейших проек -
тов в области микробной
экологии человека и соз-

дания пробиотиков является Общество мик-
робной экологии и заболеваний (Society for
Micro bial Ecology and Disease — SOMED).

Еще в середине 70-х годов прошлого века
группа американских и европейских уче-
ных, активно занимающихся изучением
кишечной микрофлоры человека, основали
Общество кишечной микробной экологии
и заболеваний (Society for Intestinal Mic ro bial
Ecology and Disease — SIMED), первое собра-
ние которого состоялась в 1976 г. в США.

Основными целями SIMED были:
– обмен информацией;
– организация ежегодных международ-

ных встреч, проходящих либо в США, либо
в Европе;
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В работе охарактеризованы современные крупномасштабные и всемирно известные проекты,
касающиеся изучения микробной экологии человека и создания пробиотиков, а именно: «Общество
микробной экологии и заболеваний», «Пробиотики и здоровье. Целевая инициатива», проекты
«Микробиом человека», MetaHIT, «Метаболом человека» и некоторые другие. Дана краткая
историческая справка, а также ссылка на официальные сайты по каждому из предлагаемых научных
проектов. Описаны основные цели и задачи каждого из них. Приведены краткая характеристика
проектов и доступные на сегодняшний день результаты исследований по каждому из рассмотренных
научных направлений. Акцентировано внимание на важности этих проектов для расширения
научных знаний в области микробной экологии человека, а также с целью усовершенствования
и/или создания новых эффективных пробиотиков на основе представителей нормальной
микрофлоры кишечника человека. Показана тесная взаимосвязь научных данных, полученных в
ходе реализации проектов.
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– распространение информации о ре -
зуль татах научных исследований кишечной
микрофлоры человека в норме и при пато -
логии.

Вначале организация встреч была основ-
ным заданием нового Общества, но с течени-
ем времени спектр задач расширялся, вклю-
чая основание в 1988 году официального
журнала «Microbial Ecology in Health and
Disease» («Микробная экология в норме и при
патологии), который способствовал публи-
кации научных результатов, полученных
членами SIMED.

Во время деловой встречи SIMED, прохо-
дящей одновременно с XIII Международным
симпозиумом по кишечной микробной эко-
логии (International Symposium on Intestinal
Microecology, 11–14 сентября 1988 г., Порто
Конте, Италия), поступило предложение
пересмотреть название Общества в связи
с необходимостью согласовать области мик-
робной экологии и кишечной экологии.
В результате членами Общества было при-
нято решение сменить название Общество
кишечной микробной экологии и заболева-
ний (SIMED) на Общество микробной эколо-
гии и заболеваний (SOMED), поэтому офици-
ально датой основания Общества является
сентябрь 1988 г. За многолетнюю историю
существования президентами Общества
были: David Hentges (март1987 — март
1989); Tracy D. Wilkins (март 1989 — март
1991); Andrew B. Onderdonk (март 1991 —
март 1993); Giovanni Panichi (март 1993 —
март 1995); Sherwood Gorbach (март 1995 —
март 1997); Peter S. Borriello (март 1997 —
март 1999); Rial D. Rolfe (март 1999 — март
2001); Tore Midtvedt (март 2001 — март 2004);
Bodil L. Jacobsen (март 2004 — март 2006);
Gianfranco Donelli (март 2006 — март 2008);
Gianfranco Donelli (март 2008 — март 2010).

Сегодня Президентом SOMED является
С. Камия (S. Kamiya) — профессор департа-
мента инфекционных заболеваний Кио рин с -
кого медицинского университета, председа-
тель японской ассоциации гнотобиологии.

Основные цели SOMED:
– содействие развитию научных знаний,

поддержка исследований и технологий
в области микробной экологии и связанных
с ней заболеваний;

– объединение усилий ученых, занимаю-
щихся научными исследованиями на
местах, и распространение научной ин фор -
ма ции, касающейся этой области иссле до -
ваний;

– сотрудничество с национальными и
международными организациями, иссле-

дующими проблемы микробной экологии и
заболевания, связанные с ее нарушениями;

– организация и спонсирование научных
встреч и конференций для ускорения дости-
жения вышеупомянутых целей.

Общество имеет свой устав, в котором
определены:

– название и цели Общества;
– членство (Общество должно состоять

из активных, вспомогательных, корпора-
тивных и заслуженных членов в отставке);

– главенство (глава Общества — прези-
дент, избираются также вице-президент,
секретарь, казначей);

– комитеты (в структуре Общества дей-
ствуют несколько комитетов: избиратель-
ный, программный, издательский и комитет
по связям);

– порядок проведения встреч и голосований. 
С другой информацией по структуре

и работе Общества можно детально ознако-
миться на официальном сайте Общества —
www.somed.nu [3, 4].

International Science
and Technology Center.
Международный научно-
технический центр — меж-
правительственная орга-
низация, налаживающая
деловые связи между уче-

ными из России, Украины, Гру зии и других
стран Содружества Незави симых Госу -
дарств (СНГ) с коллегами из исследователь-
ских организаций в Канаде, ЕС, Япо нии,
Республике Корея, Норвегии и США.

МНТЦ призвано способствовать реализа-
ции международных научных проектов,
а так же оказывать помощь глобальному
научному и деловому сообществу в поиске и
привлечении к сотрудничеству институтов
стран СНГ, которые обладают уникальными
научными ноу-хау, для совместных разрабо-
ток и ведения бизнеса. Основная информа-
ция о деятельности Центра представлена на
официальном сайте — www.istc.ru.

МНТЦ определяет пробиотики как прио-
ритетное направление исследований. За
последние 10 лет количество исследований
в области создания и совершенствования
пробиотиков во всем мире увеличивалось
в геометрической прогрессии: пищевая про-
мышленность и фармацевтические компа-
нии инвестировали миллиарды долларов
в научно-исследовательские и опытно-кон-
структорские разработки. Учитывая важ-
ность вопроса и необходимость дальнейших
исследований, Совет МНТЦ согласовал
и утвердил создание «Целевой инициативы»,
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направленной на организацию и объедине-
ние усилий различных институтов стран
СНГ и Грузии с целью удовлетворения
потребностей организаций частного сектора
и здравоохранения.

На заседании рабочей группы 34-го
Международного конгресса SOMED (20–23
ноября 2011 года, Йокогама, Япония) были
рассмотрены вопросы будущего финансиро-
вания Международным научно-техниче-
ским центром новых перспективных про-
ектов «Пробиотики и здоровье. Целевая
инициатива» Probiotics & Health Targeted
Initiative (TI PROBIO ISTC).

С тех пор профинансированы уже два
проекта — в Институте иммунологической
инженерии (Любучаны, Россия) (проект
стоимостью 330 000 дол. США по стимули-
рованию иммунной системы пробиотиками)
и в Институте эпидемиологии и микробио-
логии (Владивосток, Россия). Ученые, уча-
ствующие в проектах, тесно сотрудничают
между собой, проводя совместные исследо-
вания. Управляющий комитет TI PROBIO
ISTC начал активное обсуждение публика-
ций по исследованию пробиотиков через
электронную почту.

Лидирующими научными институтами
стран СНГ предложены восемь проектов (по
микробному многообразию, астропробиоти-
кам, ферментированному свекольному соку,
бактериоцинам и т. д.), находящихся ныне
в стадии рассмотрения Центра. Из поданных
проектов планируется отобрать 2–3 пред -
ложения для создания проектов, финанси-
руемых TI PROBIO ISTC, с продуктивным
международным сотрудничеством для удов-
летворения коммерческих потребностей
мирового рынка.

Подготовлены и проведены три ISTC TI
PROBIO семинара: 1) Объединенная конфе-
ренция ISTC — Японская Ассоциация
молоч ной кислоты; 2) Секреты кавказского

долгожительства (обе конференции прошли
в июле 2010 г. в Японии с участием ведущих
мировых исследователей в данной области);
3) TI PROBIO семинар, объединенный с пер-
вой встречей Управляющего комитета (4–6
октября 2010 г. в Армении), который посе-
тили 30 исследователей из лидирующих
научных институтов стран СНГ и 8 между-
народных экспертов. Презентация деятель-
ности TI PROBIO представлена на Японо-
Русском семинаре 2010 г. и на 54-м ISTC
Японском семинаре «Current Life-Threa te -
ning Infections and Medical Countermeasures»
(май–июнь 2010 г., Токио и Ниигата,
Япония), которые посетили 40 русских экс-
пертов и лекторов, в основном из Сибири и
Дальнего Востока. В ходе работы семинаров
была достигнута договоренность о сотрудни-
честве между Университетом Ниигата и
Красноярской медицинской школой в обла-
сти создания нового пробиотика для лече-
ния носительства Staphylococcus aureus.

С целью расширения сотрудничества и
определения новых промышленных партне-
ров в Германии TI PROBIO была представле-
на на Немецко-Русском биотехнологиче-
ском форуме 16–18 мая 2010 г. в Мюнхене
(Германия). Форум посетили 50 российских
и немецких экспертов-биотехнологов, а так -
же группа предпринимателей в области био-
технологии из Баварии.

14 июля 2010 г. была утверждена вре-
менная декларация финансовой поддержки
целевых инициатив ISTC на 2010–2012 гг.
Общий предполагаемый фонд финансирова-
ния составил 7 722 200.00 дол. США по всем
четырем целевым инициативам (Drug
Design & Development Targeted Initiative —
3D-TI, Science & Technology in the Pre ven tion
of Biological Threats Targeted Initia tive —
STPBT-TI, Law Enforcement Targeted Initia -
tive –LETI, Probiotics & Health Targeted
Initiative — TI PROBIO) (табл. 1) [4, 5].

Временная декларация финансовой поддержки 
целевой инициативы TI PROBIO ISTC на 2010–2012 гг.

Команда/Партнер Заинтересованность 
в сотрудничестве Номинальный фонд, дол. США

Канадская команда Да 30 000.00 200 000.00 230 000.00

Команда ЕС Нет –

Японская команда Да 60 000.00 500 000.00 560 000.00

Команда США Нет –

US DOE (GIPP)* Да 100 000.00 1 000 000.00 1 100 000.00

Предварительная сумма 1 890 000.00

Примечание: * — Global Initiatives for Proliferation Prevention (GIPP) at the U.S. Department of Energy
(DOE).
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В начале третьего тысячелетия стартова-
ла программа Human Microbiome Project
(USA, 2006 р.) и MetaHIT Project (European
Commission, 2008 р.). Главные цели этих
проектов:

– детализация взаимоотношений клеток
человека с его симбиотической микрофлорой;

– выявление, какие именно гены собствен-
ных клеток человека имеют общее и различ-
ное происхождение с генами его микробиома;

– распознавание, какие изменения
в микробиоме человека коррелируют с изме-
нениями в его здоровье;

– разработка новых технологических
и биоинформационных методов и приемов,
позволяющих достичь вышеуказанных целей;

– исследование этических, социальных,
биотехнологических и других аспектов и
последствий, возникающих в результате глу-
бокого изучения микробиома человека [6, 7].

Human Microbiome
Project. Проект иницииро-
ван Национальным инсти-
тутом здоровья (National
Institutes of Health).
Акцентируется изучение

микробиологии пяти биотопов человека:
ротовой полости, носовой полости, кожи,
желудочно-кишечного тракта, урогениталь-
ного тракта (рис. 1). По предварительным
оценкам ученых из США, численность кле-
ток микроорганизмов может превышать
количество собственных клеток человека на
1–3 порядка. Для того чтобы исследовать
наиболее важные виды бактерий, обитаю-
щих в организме человека, расшифровать
их геном, а также выяснить роль этих бакте-
рий в условиях здорового организма   и в
условиях  патологии, стартовала программа
«Микробиом человека» (Human Microbiome
Project — HMP).

Все результаты по изучению микрофло-
ры различных биотопов организма челове-
ка, полученные в ходе проведения проекта
«Микробиом человека», представлены в
виде соответствующих карт или, как их еще
называют, древ (рис. 2–5) [6–9].

Рис. 1. Биотопы человека, микрофлору которых
планируется изучить в ходе проекта

«Микробиом человека»

Рис. 2. Обобщенное древо распределения
микроорганизмов в различных биотопах

организма человека

Рис. 3. Микробиом желудочно-кишечного
тракта человека

Рис. 4. Карта распределения микроорганизмов
в ротовой полости человека
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Традиционно микробиологи фокусируют
внимание на изучении индивидуальных
изолированных видов микроорганизмов.
Однако многие (если не большинство) виды
микроорганизмов еще не могут быть успеш-
но изолированы вследствие зависимости их
роста от микроокружения, которое в силу
ряда причин не может в настоящее время
быть реализовано в лабораторных условиях.
Благодаря преимуществам технологий
ДНК-секвенирования создана новая область
исследований — метагеномика, позволяю-
щая всесторонне изучить микробные
сообщества, включая даже содержащие
некультивируемые микроорганизмы.
Вместо изучения генома индивидуального
бактериального штамма, выращенного в
лабораторных условиях, возможности метаге-
номики позволяют анализировать генетиче-
ский материал целого микробного сообщества,
полученный из природной окружающей
среды. В проекте «Микробиом человека»
этот метод дополнит генетические анализы
уже известных изолированных штаммов и
обеспечит возможность получения неизвест-
ной информации о сложности состава мик-
робных сообществ человека.

Используя метагеномику и традиционные
возможности генетического ДНК-секвениро-
вания, проект «Микробиом человека» зало-
жит фундамент для последующих работ по
изучению микробных сообществ, ассоцииро-
ванных с организмом человека [10–13].

Однако преимущества методов и техно-
логий, впервые использованных в проекте
«Микробиом человека», не ограничатся
лишь изучением здоровья человека, а будут
использованы в работах по изучению роли
микроорганизмов в широком многообразии
биологических процессов. Изучение натив-

ных представителей микробных сообществ
является фундаментальным заданием мик-
робиологии, наиболее трудноосуществимым
на сегодняшний день.

Таким образом, проект «Микробиом
человека» — это лишь одна из международ-
ных инициатив по использованию преиму-
ществ метагеномного анализа при изучении
здоровья человека. Он должен стать продол-
жением основанной проектом «Геном чело-
века» практики международного сотрудни-
чества для создания исчерпывающей и
массово доступной базы данных. По лу чен -
ная информация будет доступна широким
массам исследователей, работающих
в сфере изучения и улучшения здоровья
человека. Более детальная информация по
проекту представлена на официальных сай-
тах: http://www.hmpdacc.org/, http://nihro-
admap.nih.gov/hmp.

Микробиологи считают, что большин-
ство обитающих в теле человека микроорга-
низмов безвредны — это так называемая
нормальная микрофлора. А некоторые из
них являются необходимыми для здоровой
жизни, в частности индигенная (синонимы —
облигатная, главная, резидентная, авто-
хтонная, доминантная) микрофлора [2]. Но
еще одна сравнительно небольшая часть бак-
терий вызывает различные заболевания — от
подростковых прыщей до язвы желудка.
Причем, в отличие от возбудителей чумы
или сибирской язвы, эти бактерии находят-
ся в здоровом организме, приводя к разви-
тию болезни только при неблагоприятном
стечении обстоятельств.

Для выявления и изучения этих обстоя-
тельств и предотвращения развития заболе-
ваний, вызываемых постоянно живущими
при человеке микробами, ученые из Амери -
кан ского института здоровья (NIH) в рамках
проведения данной программы планируют
расшифровать геном 400 генов бактерий из
приблизительно 2 тыс. видов, составляющих
микробиоту человека. Для реализации этого
проекта до 2011 г. было выделено 115 млн.
дол. США. По словам Бретта Финлея, мик-
робиолога из Университета Британской
Колумбии в Ванкувере, человека можно
назвать «суперорганизмом», собственных
клеток в котором не более 10%. Все осталь-
ное (90%) — это бактерии, заселяющие раз-
личные биотопы человека. Однако 90% —
лишь по количеству, а не по массе (в силу их
незначительных размеров). По весу вся мик-
рофлора организма человека составляет
приблизительно 2–3 кг в зависимости от
массы тела взрослого человека [1].

Рис. 5. Микробиом женского урогенитального
тракта
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Стерильный кишечник новорожденного
заселяется множеством различных бакте-
рий во время прохождения по родовым
путям матери, заселенным физиологиче-
ской микрофлорой, что приводит к наслед-
ственной передаче штаммового состава мик-
рофлоры. Таким образом, в кишечнике
новорожденного начинает образовываться
настоящая экосистема. Между числен-
ностью разных микроорганизмов поддержи-
вается определенное равновесие, причем для
каждого человека — свое. Кишечная микро-
флора играет важную роль в пищеваритель-
ной, иммуномодулирующей, детоксика-
ционной и многих других функциях
организма хозяина, а ранее считавшийся
бесполезным аппендикс, как показало
недавнее исследование, еще и выполняет
роль убежища для бактерий.

Другое исследование, результаты кото-
рого активно используются в проекте
«Микробиом человека», было посвящено
коже. Биологи и медики из Национального
института здоровья в США в процессе изуче-
ния микрофлоры кожи установили, что на
ней обитает большая часть известных типов
бактерий и даже составили карту, показы-
вающую их распределение (рис. 6.). Сейчас
эту карту будут использовать для отбора
наиболее важных видов микроорганизмов,
которые в наибольшей степени могут влиять
на состояние здоровья человека [6–8]. 

Таким образом, можно сделать следую-
щий вывод по функционированию данного
проекта, обобщив все пункты его официаль-
ной программы.

Программные инициативы:
1. Совершенствование соответствующего

набора последовательностей микробного

генома и предварительная характеристика
микробиома человека.

Эта инициатива предполагает секвениро-
вание более 600 геномов культивируемых и
некультивируемых бактерий, а также неко-
торых микробов небактериального про-
исхождения. Общая коллекция по уже
полученным и еще находящимся в процессе
разработки результатам должна достигнуть
1000 расшифрованных геномов.

В совокупности с метагеномными анали-
зами это даст возможность охарактеризо-
вать сложность микробных сообществ в раз-
личных биотопах организма человека,
а также определить ядро микробиома каж-
дого из биотопов. Исследования проводятся
с использованием соответствующих совре-
менных методик, включая 16S rRNA секве-
нирование. В рамках проекта планируется
изучить микробиом следующих биотопов
человека: желудочно-кишечный и женский
урогенитальный тракты, ротовую и носовую
полости, а также кожный покров [9].

2. Взаимосвязь между заболеваниями и
изменениями в микробиоме человека.

Вторая инициатива включает ряд про-
ектов, демонстрирующих взаимосвязь меж -
ду здоровьем человека и изменениями в его
микробиоме. Исследования проводятся с ис -
поль зованием баз данных, полученных
в ходе реализации проекта «Микробиом
человека».

3. Разработка новых технологий.
Данные по секвенированию, полученные

при изучении микробиома человека будут
положены в основу геномных микробных
технологий, которые дадут возможность
генерировать целые геномные последова-
тельности, а также изолировать для изуче-
ния некультивируемые на сегодняшний
день микроорганизмы, что в свою очередь
позволит осуществить анализ всех членов
сложных микробных популяций.

4. Разработка новых инструментов
вычислительных анализов.

Базы данных, полученные метагеном-
ным секвенированием и родственными
методами, будут очень большими и сложны-
ми, что потребует новых аналитических
инструментов для получения статистически
достоверных данных.

5. Учреждение центра по координации и
анализу данных (Data Analysis and
Coordinating Center — DACC).

DACC рассматривается как ресурс, где
можно будет найти информацию по проекту,
его результаты и выводы. Основные специ-
фические функции центра:

Рис. 6. Карта распределения известных видов
бактерий, найденных на коже человека
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– отслеживать, хранить и распростра-
нять данные, полученные в ходе реализации
проекта;

– координировать анализ данных;
– разрабатывать методы исправления

данных для научного сообщества;
– координировать разработку стандар-

тов метабазы;
– создавать портал для отображения дея-

тельности международных проектов.
6. Создание ресурсного репозитория

(ресурсной базы).
Центральная ресурсная база необходима

для хранения материалов и реагентов, полу-
ченных в ходе выполнения HMP включая:

– культивируемые микроорганизмы;
– амплифицированные ДНК из некуль-

тивируемых микроорганизмов;
– метагеномные образцы ДНК.
Репозиторий — это доступный широким

массам источник научного общества, а так -
же информация для спонсоров и всех лиц,
заинтересованных в ходе продвижения про-
екта.

7. Этические, правовые и социальные
аспекты HMP-исследований.

Изучение этических, правовых и соци-
альных аспектов в ходе проекта включает:

– аспекты здравоохранения и клиники
(например, использование пробиотиков);

– потенциальное судебное использова-
ние микробиомных профилей;

– применение в биотерроризме и
биозащите;

– использование новых технологий HMP;
– право собственности на свой собствен-

ный микробиом и конфиденциальность рас-
пространения информации [9].

MetaHIT Project (Meta -
ge nomics of the Hu man In -
tes tinal Tract). Проект
MetaHIT (Мета ге номика
ки шечного тракта челове-

ка), финансируемый Европей ской комисси-
ей (European Commission), стартовал 1 янва-
ря 2008 г. Группа, работающая над данным
проектом, состоит из 13 научных и промыш-
ленных партнеров из 8 стран мира, в том
числе пищевых и фармацевтических компа-
ний. Общая стоимость проекта была оценена
в более чем 21,2 млн. евро. Европейская
комиссия уже выделила на исследования
11,4 млн. евро. Срок выполнения проекта —
1 января 2008 — 30 июня 2012 гг. Офи -
циальный сайт — http://www.metahit.eu/.

Главной целью проекта является изуче-
ние генома всех бактерий, составляющих
кишечную микрофлору человека, а также

характеристика их функций в норме и при
патологии [14].

Эволюция в технологии секвенирования
и биоинформатике дает возможность массо-
во картировать ДНК метагенома.

Партнеры Проекта MetaHIT смогут
использовать ресурсы и разработки своих
коллег и совместно создавать специфиче-
ские компьютерные методы. Надежные
партнеры из частных клиник будут постав-
лять биологический материал от пациентов,
страдающих заболеваниями, в которых
ключевую роль играет кишечная микрофло-
ра (ожирение, хронические воспалительные
заболевания кишечника). Сравнивая бакте-
риальные композиции их кишечной микро-
флоры с микрофлорой здоровых людей,
исследователи смогут охарактеризовать
профиль данного заболевания на метагеном-
ном уровне, открывающем путь к разработ-
ке методов диагностики (рис. 7).

В ходе выполнения проекта будет про-
анализирована нуклеотидная последова-
тельность геномов 100 бактериальных
штаммов — наиболее частых представите-
лей кишечной микрофлоры человека.

Рис. 7. Создание и скрининг метагеномных
библиотек

Бактериальные клетки выделяются из фе ка -
лий шести здоровых людей и шести пациентов
с заболеванием Крона в стадии ремиссии. Из них
изолируются высокомолекулярные фрагменты
ДНК (38–48 kpb). Далее метагеномная ДНК
клонируется в фозмиды. Скрининг генов 16S
рРНК в библиотеках фозмид проводится гибри -
ди зацией ДНК на нейлоновой мембране. Все
последовательности определяются использова -
нием четырех праймеров (ACM 008 F, ADM 330
F, SSM 1100 R и TTM 1517 R), специфичных к
бактериям. Созданные последовательности,
покрывающие в среднем 200–1 300 позиций,
отбираются для проведения филогенетических
анализов [12].
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Первые 30 секвенированных штаммов —
культивируемые бактерии, остальные 70 —
некультивируемые бактерии. Для анализа
некультивируемых бактерий индивидуаль-
ные бактериальные клетки будут изолиро-
вать и амплифицировать геном образовав-
шегося клона для получения достаточного
количества ДНК для дальнейшего нуклео-
тидного секвенирования [10].

Информация по секвенированию интер-
претируется в гены, протеины и функции,
которые они определяют. Уже идентифици-
ровано 19 000 различных функций в генном
каталоге. Статистический анализ показыва-
ет, что охвачены все функции, существую-
щие в 124 образцах и, таким образом, име-
ется исчерпывающая картина генетического
потенциала бактерий желудочно-кишечного
тракта человека. Большая часть функций
(свыше 500) ранее не была обнаружена,
что свидетельствует о новизне полученных
данных.

Идентифицированы также 6 000 функ-
ций, присутствующих у каждого индиви-
дуума. Предполагают, что они составляют
«минимальный метагеном», необходимый
для реализации желудочно-кишечной мик-
робиотой человека надлежащих функций.
Среди них функции, которые отсутствуют в
геноме человека, в частности возможность
деградировать пищевые волокна и таким
образом высвобождать из них больше энер-
гии или синтезировать витамины и незаме-
нимые для организма человека аминокисло-
ты. К сожалению, данных о функциях
минимального метагенома на сегодняшний
день крайне мало [13].

Кроме минимального метагенома, опре-
делен набор из 1 200 функций, присущих
каждой бактерии, попавшей в кишечник
человека. Выдвинуто предположение, что
они представляют «минимальный кишеч-
ный геном». Половина из этих функций
жизненно необходимы для бактерий.
Однако большинство выявленных бактери-
альных функций специфичны для кишеч-
ных бактерий. Изучение их будет способ-
ствовать лучшему пониманию функций
микрофлоры человека в норме и при патоло-
гии [15–24].

Human Metabolome Pro -
ject. Проект «Метаболом
человека» (Human Metabo lo -
me Project) стартовал в Кана -
де в 2005 г. Общая стоимость

проекта — 7,5 млн. дол. США. Целью про-
екта является содействие исследованиям в
области изучения метаболома для дальней-

шего облегчения диагностики заболеваний,
прогноза и мониторинга метаболизма
лекарственных препаратов, а также их ток-
сикологии; обеспечение взаимосвязи между
метаболомом человека и его геномом; разра-
ботка программного обеспечения для мета-
боломики [25].

Задачи проекта: идентификация, опреде-
ление количества, каталогизирование и хра-
нение всех метаболитов, найденных в тка-
нях и биологических жидкостях человека
в концентрации выше 1 мкм. Полученные
в ходе проведения проекта данные свободны
для доступа в электронном формате для всех
исследователей через базу данных «Мета бо -
лом человека» — Human Metabolome Data -
base (www.hmdb.ca) (рис. 8), а также через
библиотеку «Метаболом человека» —
Human Metabolome Library (www.metabolib-
rary.ca).

Черновой вариант метаболома — метабо-
лического паспорта человека, который пред-
ставляет все промежуточные соединения
обмена веществ в организме, предложили
канадские ученые 12 апреля 2007 г. в своей
статье «HMDB: the Human Metabolome
Database» [26].

Метаболом человека по своему фунда-
ментальному значению подобен геному
человека — совокупности всех его генов,
или протеому — совокупности всех его про-

Рис. 8. База данных проекта 
«Метаболом человека»
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теинов. Это своего рода химический аналог
генома. И если геном представляет програм-
му жизни, то метаболом — ее ингредиенты.
Изучение метаболома человека проводится
по трем видам биологических жидкостей —
сыворотки крови, мочи и спинномозговой
жидкости. Ученые из Универси тета
Альберты (University of Alberta) в Эдмон тоне
каталогизировали и охарактеризовали 2 500
метаболитов, 1 200 лекарственных препара-
тов и 3 500 пищевых компонентов (рис. 9),
обнаруженных в чело вечес ком организме, и
опубликовали эту работу в авторитетном
журнале Nucleic Acids Research [26].
Авторы убеждены в том, что эти результаты
знаменуют собой начало новой эры диагно-
стики и обнаружения болезней. По их мне-
нию, метаболомный проект окажет на меди-
цину более существенное влияние, чем
проект «Геном человека», поскольку мета-
боломы в качестве индикаторов здоровья и
протекающих в организме физиологических
процессов намного чувствительнее.
«Метаболомы — это осведомители генома», —
отметил руководитель проекта профессор
вычислительной биологии Университета
Альберты Дэвид Вишарт (David S. Wishart).
По его подсчетам, единичная замена в ДНК
человека может привести к 100-тысячекрат-
ному изменению в уровне метаболизма. А
представитель «геномщиков» из того же
университета доктор Дэвид Бейли (David
Bailey) указывает также на значение метабо-
лома для прогнозирования, предупрежде-
ния и мониторинга многих генетических,
инфекционных и связанных с загрязнением
окружающей среды заболеваний [27–32].

Метаболом находится в исключительной
зависимости от того, что человек ест, где он
живет, от времени суток, времени года,
общего состояния его здоровья и даже от
душевного состояния, — отмечается в доку-
менте, распространенном Университетом
Альберты. Располагая в начале проекта
химическими и биологическими данными о
наиболее известных метаболитах человече-
ского организма и об их связи с тем или
иным заболеванием, канадские ученые за
два с половиной года собрали воедино сведе-
ния об оставшихся 95% метаболитов, полу-
чив таким образом черновой вариант челове-
ческого метаболома. Доктор Д. Вишарт
считает, что на сегодняшний день большая
часть медицинских тестов основана на изме-
рении метаболитов в крови и моче. По его
оценке, в рутинных клинических анализах
задействовано менее 1% известных метабо-
литов, в результате очень многое теряется из
виду [27–32].

Расшифровка человеческого метаболома
чрезвычайно важна и для понимания функ-
ций нормальной кишечной микрофлоры,
поскольку важнейшей из них является 
участие в пищеварительных процессах орга-
низма человека [1, 2].

Проект «Геном человека» (Human
Genome Project) имеет косвенное отношение
к проектам, изучающим микробную эколо-
гию человека, поскольку геном собственно
человеческих клеток содержит порядка
26 000 различных генов, в то время как об щий
геном кишечных микроорганизмов (обозна-
чаемый как микробиом) — порядка
400–600тыс. генов. Подавляющее большин-

Рис. 9. Базы данных, используемые в проекте «Метаболом человека»:
а — база данных пищевых компонентов; 

б — база данных лекарственных препаратов

а б
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ство генов эукариотических клеток человека
имеет микробную или вирусную природу [1].

Перечень проектов, прямо или косвенно
связанных с изучением микробной экологии
человека и созданием пробиотиков, далеко
не исчерпан. В данной работе представлены
лишь наиболее масштабные и всемирно
известные проекты.

Рассмотренные в работе данные свиде-
тельствуют о возрастающем интересе к
вопросу поддержания и восстановления нор-
мальной микрофлоры всех биотопов организ-

ма человека не медикаментозным способом
с использованием химических лекарствен-
ных средств, а с помощью рационального
применения научных знаний о ее составе
и функциях в норме и при патологии.
Расшифровка микробиома и метаболома
человека позволит быстро и эффективно
диагностировать различный спектр заболе-
ваний человека, связанных с его микрофло-
рой, а также проводить целевое эффективное
лечение выявленных заболеваний с помо-
щью пробиотиков, сконструированных на
основе нормальной микрофлоры человека.
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ОГЛЯД МІЖНАРОДНИХ ПРОЕКТІВ
У ГАЛУЗІ МІКРОБНОЇ ЕКОЛОГІЇ

ЛЮДИНИ ТА СТВОРЕННЯ ПРОБІОТИКІВ

С. А. Старовойтова

Національний університет 
харчових технологій, Київ, Україна

E-mail: svetik_2004@mail.ru

У роботі охарактеризовано сучасні велико-
масштабні і всесвітньо відомі проекти, що сто-
суються вивчення мікробної екології людини
та створення пробіотиків, а саме: «Товариство
мікробної екології та захворювань», «Пробіо -
тики і здоров’я. Цільова ініціатива», проекти
«Мікробіом людини», MetaHIT, «Метаболом
людини» і деякі інші. Подано коротку історич-
ну довідку, а також посилання на офіційні
сайти кожного з пропонованих наукових про-
ектів. Описано основні цілі й завдання кожно-
го з них. Наведено коротку характеристику
проектів і доступні на сьогодні результати
досліджень щодо кожного з розглянутих
наукових напрямів. Акцентовано увагу на
важливості цих проектів для розширення
наукових знань в галузі мікробної екології
людини, а також з метою удосконалення та /
або створення нових ефективних пробіотиків
на основі представників нормальної мікрофло-
ри кишечника людини. Показано тісний взає-
мозв’язок наукових даних, одержаних в ході
реалізації проектів.

Ключові слова: пробіотики, міжнародні
проекти в галузі мікробної екології людини.

REVIEW OF INTERNATIONAL PROJECTS
IN А FIELD OF HUMAN MICROBIAL

ECOLOGY AND CONSTRUCTION 
OF PROBIOTICS

S. A. Starovoitova

National University of Food Technologies,
Kyiv, Ukraine

E-mail: svetik_2004@mail.ru

Modern huge and world-wide known projects
concerning studying of human microbial ecology
and construction of probiotics, particularly:
Society for Microbial Ecology and Disease,
Probiotics & Health Targeted Initiative of
International Science and Technology Center (TI
PROBIO ISTC), Human Microbiome Project of
National Institutes of Health, MetaHIT Project
(Metagenomics of the Human Intestinal Tract) of
European Commission, Human Metabolome
Project of Canadian University of Alberta and
some more else were characterized in the article.
Brief historical information and reference to
official sites of every discussed project were
given. Main goals and tasks of every project were
described. Short characteristic of discussed pro-
jects and also modern accessible results of
researches were given. Importance of every
examined project for widening scientific know -
ledge in the field of human microbial ecology and
also for improvement and/or for construction of
modern effective probiotics on basis of human
normal intestinal microflora were paid attention.
Close interaction of scientific data received by
realization of every discussed project was shown.

Key words: probiotics, international projects in
human microbial ecology.



Новий погляд на сигнальну мережу
життєво важливого протеїну mTOR

Багато захворювань cпричинено пору-
шеннями у сигнальній системі mTOR. Тому
точні знання про цю систему можуть дати
вченим потужні інструменти у боротьбі з ци -
ми хворобами, зокрема, вони стосуються
нових терапевтичних мішеней. Міхаель
Галль (Michael Hall) з Біоцентру Базельсь ко -
го університету (Biozentrum of the Universi ty
of Basel), Швейцарія, ідентифікував низку
нових регуляторних протеїнів mTOR, у тому
числі ензим, необхідний для синтезу буді-
вельних блоків ДНК. Результати цієї роботи
нещодавно опубліковано в журналі Science.

Протеїнова мішень рапаміцину ссавців
(mammalian target of rapamycin, скорочено
mTOR) контролює принципово важливі для
організму процеси, що мають фундамен-
тальне значення, — ріст і виживання клі-
тин, їх міграцію та метаболізм. Як ключо-
вий компонент двох комплексів — mTORC1
і mTORC2 — вона стимулює вироблення
протеїнів і жирів та гарантує надходження
в клітину достатньої кількості енергії.
Порушення регуляції сигнальної мережі
mTOR безпосередньо пов’язано з розвитком
таких тяжких хвороб, як рак, діабет і серце-
во-судинні захворювання. Пошук раніше
невідомих регуляторних протеїнів mTOR
може дати нові підходи до лікування цих
патологій

Виходячи з важливої ролі сигнальної
мережі mTOR у клітині, вчені вважають, що
багато протеїнів і процеси, які вона контро-
лює, ще належить виявити. За допомогою
сучасних технологій, так званої кількісної
фосфопротеоміки, дослідницькій групі Галль
на цей час вдалося виявити понад 300 нових
молекулярних протеїнових мішеней mTOR,
які виконують широкий спектр функцій.

Зокрема, дослідники з’ясували, як саме
mTORC1 контролює ріст і розмноження клі-
тин: протеїни стимулюють утворення нук-
леотидів — будівельних блоків генетичного
матеріалу (ДНК і РНК), синтезованих у бага-
тостадійних процесах із простіших молекул.
Перші етапи біосинтезу нуклеотидів опосе-
редковуються ензимом CAD. mTORC1 поси-
лює асоціацію декількох молекул цього ензи-
му CAD у формі олігомерів, підвищуючи тим
самим активність CAD і синтез нуклеотидів.

Одержані швейцарськими дослідниками
дані свідчать про те, що багато функцій сис-
теми mTOR ще залишаються невідомими.
Всебічне вивчення контрольованих нею сиг-
нальних шляхів, а також наслідків пору-
шень сигналінгу є вкрай важливим для
розуміння патологічних процесів і розроб-
лення нових терапевтичних підходів до
лікування. Дослідження професора Галль та
його колег допомогло з’ясувати ще одну
ланку в ланцюзі сигнальної системи mTOR.

Джерело: 
http://www.alphagalileo.org/ViewItem.aspx?

ItemId=128731&CultureCode=en

Перепрограмування клітин 
для боротьби з діабетом

Упродовж багатьох років дослідники
шукали спосіб лікування хворих на цукро-
вий діабет, намагаючись відновити діяль-
ність інсулінпродукуючих бета-клітин під-
шлункової залози. Дослідники університету
Пенсильванії під керівництвом професора
Клауса Кестнера (Klaus H. Kaestner) запро-
понували принципово новий підхід до вирі-
шення цієї проблеми. Перепрограмування
відповідних альфа-клітин у бета-клітини
могло б дати новий і взаємодоповнювальний
підхід для лікування цукрового діабету 2-го
типу. Згідно з повідомленням, опублікова-
ним в онлайновому випуску Journal of
Clinical Investigation, оброблення клітин
миші й людини сполуками, які змінюють
матеріал ядра клітини — хроматин, спричи-
нювало експресію в альфа-клітинах генів
бета-клітин.

На думку Клауса Кестнера, це вкрай
важливо для хворих на цукровий діабет,
адже у них мало б стати більше інсулінпро-
дукуючих бета-клітин і менше — глюкагон-
продукуючих альфа-клітин. За діабету 2-го

ННООВВИИННИИ

Регуляторний протеїновий комплекс mTORC1
сприяє олігомеризації ензиму CAD. 

Зеленим показано олігомери CAD, синім — ДНК 
(фото: University of Basel / Biozentrum)
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типу не тільки бракує інсуліну, але й синте-
зується занадто багато глюкагону.

Загибель інсулінпродукуючих бета-клі-
тин підшлункової залози є причиною роз-
витку цукрового діабету 1-го типу або ж це
відбувається на виражених стадіях діабету
2-го типу. Обидва типи діабету зумовлені
недостатньою кількістю інсулінпродукую-
чих бета-клітин. Теоретично транспланта-
ція здорових бета-клітин має зупинити роз-
виток захворювання, проте вченим ніяк не
вдається розробити ефективний метод виро-
щування цих клітин у лабораторних умовах
ані з ембріональних, ані з індукованих плю-
рипотентних стовбурових клітин.

Альфа-клітини — це інший тип клітин
у підшлунковій залозі. Їхня функція поля-
гає в синтезі та вивільненні глюкагону —
пептидного гормону, що підвищує рівень
глюкози в крові.

Учені запропонували принципово новий
підхід до вирішення цієї проблеми. Вони
обробляли клітини острівців Ланґерґанса
людини хімічною речовиною, що інгібує
протеїн, який метилює гістони, а це, крім
усього іншого, призводить до видалення
деяких модифікацій у їхніх молекулах, що
впливають на експресію генів. Гістони явля-
ють собою протеїнові комплекси, навколо
яких нитки ДНК скручуються в ядрі кліти-
ни. Було зафіксовано високу частоту альфа-
клітин, які експресували бета-клітини мар-
керів і після проведення медикаментозного
лікування почали продукувати певну кіль-
кість інсуліну.

Вчені встановили, що багато генів у аль -
фа-клітинах як активують, так і пригнічу-
ють модифікації гістонів. До них належать
гени, які відіграють важливу роль у фун-

кціонуванні бета-клітин. Коли певний ген
відключено, його можна легко активувати
шляхом видалення домінуючої модифікації
гістонів.

Кестнер вважає, що це відбувається
через те, що альфа-клітини людини певною
мірою перебувають у «пластичному» епіге-
нетичному стані. Автори припустили, що
цією особливістю можна скористатися для
перепрограмування їх у бета-клітини.

Джерела: 
http://www.uphs.upenn.edu/news/
News_Releases/2013/02/kaestner/

і
http://www.sciencedaily.com/releases/

2013/02/130223111356.htm

Відкрито ген, що пригнічує вірус герпесу

Вірус герпесу, пов’язаний з розвитком
саркоми Капоші (KSHV), і вірус Епштейн-
Барр (EBV) є одними з найпоширеніших
вірусів людини. У прихованій формі ними
інфіковано переважну більшість людей,
проте активний герпесвірус може стати при-
чиною розвитку декількох форм раку.
Прагнучи зрозуміти та, в кінцевому підсум-
ку, розробити методику противірусного
лікування, дослідники з Університету Пів -
ніч ної Кароліни (University of North Caro -
lina) ідентифікували родину генів людини,
відомих як Тазлд-подібні кінази (Tousled-
like kinases, TLK), що відіграють ключову
роль у гальмуванні й активації герпесвірусів.

У статті, опублікованій в журналі Cell
Host and Microbe, йдеться про результати,
одержані дослідницькою групою під керів-
ництвом д-ра Блоссома Даманія (Blossom
Damania), співробітника відділу мікробіоло-
гії та імунології  і члена Комплексного онко-
логічного центру Лінебергер (UNC Lineber -
ger Comprehensive Cancer Center). Вчені
вияви ли, що гальмування ензиму TLK
зумовлює активацію літичного циклу як
вірусу Епштейн-Барр, так і герпесвірусу сар-
коми Капоші, під час якого ці віруси почина-
ють своє репродукування в організмі, стаючи
чутливими до дії противірусних препаратів.

Д-р Даманія повідомив, що в присутності
TLK віруси залишаються латентними, але за
його відсутності вони здатні до репродуку-
вання.

Вірус Епштейн-Барр і герпесвірус, асоці-
йований із саркомою Капоші, переносяться
з кров’ю і в прихованій формі є більш ніж у
95% інфікованих людей, ускладнюючи
лікування. Обидва віруси пов’язані з розвитком

Оброблення острівців Ланґерґанса
підшлункової залози людини інгібітором

метилтрансферази Adox сприяло тому, що
багато альфа-клітин (червоного кольору)

почали експресувати маркер бета-клітин —
транскрипційний фактор PDX1 (білого кольору)

(фото: Nuria Bramswig, Perelman School of
Medicine, University of Pennsylvania )
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різних форм лімфом, сарком і карцином;
багато пацієнтів з пригніченою імунною сис-
темою наражаються на ризик розвитку
онкологічних захворювань, асоційованих із
цими вірусами.

Дослідники встановили, що стрес здатен
активувати перехід вірусу з прихованої
форми в активну, однак молекулярні основи
циклу активації вірусу ще невідомі.
Виявивши зв’язок між вірусами і ензимом
TLK, вчені розпочали пошук молекулярних
механізмів, що їх зумовлюють ситуації,
подібні до стресу, а так само шляхів гальму-
вання ензиму TLK. Д-р Даманія зазначив,
що й дотепер ще точно не з’ясовано, що ж
можна насправді вважати стресом на моле-
кулярному рівні.

Зі встановленням факту, що ензим TLK
пригнічує віруси, з’явилася можливість
дослідження різних протеїнів як потенці-
альних лікарських препаратів проти онко-
логічних захворювань, асоційованих із віру-
сами. За нормального функціонування
клітин TLK бере участь у підтриманні ста-
більності геному, репарації ДНК і збиранні
хроматину, однак, що стосується функцій
TLK, то багато з них ще невідомі. Тому
одним з напрямів роботи вчених у майбут-
ньому має стати дослідження функцій TLK
за відсутності вірусу.

Якщо вдасться заблокувати дію ензиму і
розробити на його основі  лікарські препара-
ти, які інгібують реплікацію вірусу,
з’явиться можливість цілеспрямовано вилі-
ковувати клітини від вірусу. А за відсутнос-
ті вірусу не розвиватиметься й асоційований
з ним рак.

Джерело: 
http://concatenate-march.

blogspot.com/2013/02/
gene-that-suppresses-herpesviruses.html

Екстракт зеленого чаю 
запобігає формуванню амілоїдних
бляшок, пов’язаних із розвитком 

хвороби Альцгеймера

Учені з Мічиганського університету опи-
сали раніше невідому корисну дію зеленого
чаю: здатність запобігати згортанню аміно-
кислотної послідовності специфічних про-
теїнів у дефектну третинну структуру в
головному мозку. Агрегація металоасоційо-
ваних амілоїдних протеїнів причетна до роз-
витку хвороби Альцгеймера та інших нейро-
дегенеративних розладів. Більш докладний
опис результатів проведеного дослідження

можна віднайти в журналі Proceedings of the
National Academy of Sciences USA. У статті,
опублікованій в цьому журналі, йдеться про
дослідження Мі Хі Лім (Mi Hee Lim) з Інсти -
туту медико-біологічних проблем Мічиган -
ського університету. Вона та її колеги вико-
ристовували екстракт зеленого чаю для
того, щоб проконтролювати утворення агре-
гатів металоасоційованого бета-амілоїду,
пов’язаних з розвитком хвороби Альцгей -
мера, у лабораторних умовах.

Компонент чаю під назвою епігалокате-
хін-3-галат (ЕГКГ) запобігає утворенню
агрегатів і руйнує існуючі агрегати протеї-
нових молекул, що містять атоми металів,
зокрема міді, заліза, цинку.

Мі Хі Лім зазначила, що багато людей
покладають великі надії на цю молекулу, і
додала, що ЕГКГ та інші флавоноїди у скла-
ді натуральних продуктів вже давно описані
як потужні антиоксиданти.

Хоча багато вчених і досліджує невеликі
молекули і молекули металоасоційованого
амілоїду, більшість з них, на думку Лім,
звужує цю проблему. Вона вважає, що слід
використовувати багато спільних дослід-
ницьких підходів, оскільки мозок людини
має дуже складну будову. За її словами, пуб-
лікація в Proceedings of the National Acade -
my of Sciences USA має покласти початок
проведенню таких досліджень. Наступним
кроком, який планує здійснити її група, є
«цілеспрямування» ЕГКГ, потім перевірка
здатності цієї сполуки протистояти утворен-
ню бляшок в організмі плодових мушок.
Згодом вони мають намір модифікувати її
для використання в головному мозку, зокре-
ма аби запобігти утворенню бляшок, пов’я -
за них із хворобою Альцгеймера. Мі Хі Лім
планує організувати спільну роботу з Бінь
Йе (Bing Ye) — нейробіологом інституту
медико-біологічних проблем. Учені збира-
ються перевірити потенціал нової молекули
для усунення можливої токсичності агрега-
тів, що містять протеїни і метали, в організ-
мі плодових мушок.

Джерело:
http://sci-lib.com/article1727.html

Розроблено новий сенсор 
для метильованої ДНК

Вчені з Інституту створення та розвитку
нових технологій в галузі охорони здоров’я,
відкритого на базі клініки Майо та Іллі -
нойського університету в Урбані-Шампейн
(США), розробили новий простий тест для
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детектування метильованої ДНК. Мети лу -
ванням називається процес приєднання
метильних груп до ДНК, який є одним зі
способів регуляції експресії генів.

Джордж Васматціс (George Vasmatzis),
співкерівник програми дослідження біомар-
керів при Центрі індивідуальної медицини,
пояснив, що свого часу нанопори було
досліджено на придатність до використання
під час секвенування геному і скринінгового
аналізу, натомість новим методом дослід-
ження можна скористатися для оцінювання
захворювань, що стосуються епігенетичних
факторів. За його словами, розроблена мето-
дика може усунути необхідність проведення
бісульфітної конверсії ДНК, полімеразної
ланцюгової реакції і введення флуоресцію -
ючої мітки.

Професор Рашид Башир (Rashid Bashir),
біоінженер, завідувач лабораторії мікро-
і нанотехнологій, співавтор проведеної
роботи, співробітник Іллінойського універ-
ситету в Урбані-Шампейн, зазначив, що
наступним кроком має стати збільшення
просторового розділення  шляхом об’єднан-
ня більш тонких мембран і включення одна-
кових підготовчих етапів.

Нанопора в даному разі — це дуже
маленький за розміром отвір у штучній мем-
брані, який дає змогу проводити маніпуляції
тільки з однією молекулою. Вчені вважа-
ють, що ця розробка є корисною, оскіль ки
метилування в промоторних послідовностях
може сигналізувати про розвиток новоутво-
рення (стосовно більшості основних видів
злоякісних пухлин) і слугувати ефективні-
шим біомаркером порівняно з багатьма
іншими генетичними маркерами. На сьогод-
ні вчені можуть відрізнити метильовану
ДНК від неметильованої, додаючи протеїн
до метильованих нуклеотидів у ході вимірю-
вання іонного електричного струму за допо-
могою нанопор.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1736.html

Паливо для літаків, 
так само як і пластмаси, підвищує ризик

розвитку низки захворювань 
у кількох поколіннях нащадків

Учені з Вашингтонського державного уні-
верситету розширили список токсичних речо-
вин у навколишньому середовищі, які можуть
справляти негативний вплив на три покоління
нащадків тварин, батьки яких мали схиль-
ність до такого впливу цих речовин.

Група дослідників на чолі з молекуляр-
ним біологом Майклом Скіннером (Michael
Skinner) у статті, опублікованій в журналі
PLOS ONE, повідомляють про розвиток ре -
продуктивних захворювань та ожиріння у
нащадків мишей, батьківських особин яких
було піддано впливу бісфенолу А (BPA), ді -
етилгексифталату (DEHP) та дибутилфталату
(DBP). В іншій статті в журналі Reproductive
Toxicology йдеться про те, що вчені вперше
спостерігали розвиток у низки поколінь
захворювань, зумовлених застосуванням
вуглеводневої суміші під назвою JP8 (рідке
паливо для військових літаків НАТО).

Проведені дослідження дали змогу про -
аналізувати процес розвитку ожиріння в
результаті «епігенетичного трансгенерацій-
ного наслідування». Відомо, що тварини
успадковують  батьківські ознаки в результа-
ті одержання батьківських ДНК. Окрім того,
у передачі ознак важливу роль відіграє епіге-
нетичне успадкування. Учені, які працюють
в лабораторії Скіннера, протягом останнього
року задокументували епігенетичні ефекти
безлічі токсичних речовин, що містяться в
навколишньому середовищі: пластмас, пес-
тицидів, фунгіцидів, вуглеводнів.

Результати досліджень, опубліковані
в журналі PLOS ONE, свідчать про «знач-
ний приріст» хвороб і аномалій у першому і
третьому поколіннях нащадків (самців і
самок) тварин, які зазнали впливу пласт -
мас. Для першого покоління нащадків,
материнські організми яких піддавалися
прямому впливу токсиканта за вагітності,
було характерним збільшення частоти хво-
роб нирки і простати новонароджених.
У третьому поколінні виявлялися пубертат-
ні аномалії, захворювання сім’яників і яєч-
ників, ожиріння.

Також у процесі дослідження було вияв-
лено близько 200 епігенетичних молекуляр-
них маркерів, що дозволяють оцінити вплив
різних чинників і можливість розвитку
трансгенераційних захворювань. Ці марке-
ри можна буде використовувати для ство-
рення діагностичних інструментів і нових
методик лікування.

Фото із сайта www.mednovelty.ru

135

Новини



У рамках проведеного дослідження,
результати якого опубліковано в журналі
Reproductive Toxicology, вчені піддавали впли-
ву суміші вуглеводнів самок вагітних щурів
(у міру розвитку гонад плоду тварин). У
результаті в першому поколінні нащадків
виявляли збільшення нирок, аномалії проста-
ти, хвороби яєчників. У третьому поколінні
спостерігали збільшену втрату примордіаль-
них фолікулів, полікістоз яєчників, ожиріння.

На думку Майкла Скіннера, те, що пра-
бабусі зазнавали впливу токсичних речовин,
може бути причиною розвитку хвороби в
нашому організмі, навіть якщо ми й не під-
даємося якомусь впливу. Це — негенетична
форма успадкування, в якій не задіяна
послідовність ДНК, але виявляється вплив
чинників навколишнього середовища на її
хімічну модифікацію.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1687.html

Фактор росту 
сприяє відновленню стовбурових клітин

після радіаційного ушкодження

Дослідники з Університету Дюка
(Дарем, Північна Кароліна, США) під керів-
ництвом професора Джона Чьюто (John
Chute) встановили, що епідермальний фак-
тор росту сприяв відновленню кровотворних
стовбурових клітин після впливу радіації.
Це відкриття може дати нові можливості
для лікування онкологічних хворих і тих,
хто постраждав від вибухів «брудних» бомб
або в результаті ядерної катастрофи.

Результати досліджень опубліковано в
журналі Nature Medicine, де повідомляєть-
ся, що гемопоетичні клітини генетично
модифікованих мишей, для кісткового
мозку яких є характерним надлишковий
синтез фактора росту епідермісу, захищені
від згубної дії радіації.

Гемопоетичні (кровотворні) клітини кіс-
ткового мозку, функція яких полягає в
постійному оновленні клітин крові, дуже
чутливі до впливу радіації. Захист цих клі-
тин або прискорення їх відновлення може
сприяти поліпшенню стану пацієнтів, які
перенесли трансплантацію кісткового мозку
або опромінення під час проведення проти-
пухлинної радіотерапії, а також унаслідок
радіаційного ураження від випадкових
впливів навколишнього середовища, таких
як японська ядерна катастрофа в 2011 році.

Учені почали свої дослідження, викорис-
товуючи мишей з делеціями двох генів, від-

повідальних за загибель ендотеліальних
клітин, які нашаровувалися на внутрішню
поверхню кровоносних судин. Можна при-
пустити, що вони беруть участь у регулю-
ванні життєдіяльністі гемопоетичних клі-
тин. Кровоносні судини і система
кровотворення таких мишей менше страж-
дали від впливу великих доз радіації, що
сприяло їх виживаності.

Аналіз секрету ендотеліальних клітин
кісткового мозку таких тварин показав, що
вміст у ньому фактора росту епідермісу
(EGF) істотно (до 18 разів) перевищує показ-
ники, виявлені в сироватці контрольних
мишей. Потім учені вирішили перевірити,
чи дійсно EGF може  безпосередньо стимулю-
вати поділ гемопоетичних клітин у кістково-
му мозку опромінених мишей. Ви яви лося,
що стимульована  таким чином про ліферація
забезпечує одержання популяції клітин, що
відновлюють стовбурові клітини тварин, кіс-
тковий мозок яких було попередньо зруйно-
вано радіоактивним опроміненням.

Після цього автори проводили експери-
менти, під час яких уводили мишам, підго-
товленим до трансплантації кісткового
мозку, три варіанти клітинних популяцій.
Одній групі мишей уводили звичайні кліти-
ни кісткового мозку, другій — клітини кіс-
ткового мозку попередньо опромінених
мишей, які отримали ін’єкцію фактора
росту епідермісу, а третій — клітини кістко-
вого мозку опромінених тварин, яким було
введено фізіологічний розчин.

Найкращі результати відновлення кіс-
ткового мозку спостерігали у першій групі
тварин. Однак у мишей, яким було переса -
джено клітини від опромінених / оброблених
EGF донорів, виявлено 20-разове збільшен-
ня швидкості приживлення їхніх клітин у
кістковому мозку порівняно з мишами 3-ї
групи, яким увели фізіологічний розчин.

Додаткові дослідження показали, що вве-
дення EGF поліпшувало виживаність тва-
рин, опромінених високою дозою радіації,
причому в групі мишей, яким після опромі-
нення було зроблено ін’єкцію EGF, вижило
93%, тоді як у контрольній групі тварин,
яким уводили фізіологічний розчин, — 53%.

За словами професора Чьюто, EGF при-
гнічує дію протеїну PUMA, який зазвичай
призводить до загибелі стовбурових клітин
після радіаційного опромінення. Він зазна-
чив, що на сьогодні зроблено лише перші
кроки до розуміння механізмів, за допомо-
гою яких EGF стимулює відновлення стовбу-
рових клітин після радіаційного ураження.
Одержані результати дають підстави споді-
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ватися, що в майбутньому EGF може стати
засобом для прискорення відновлення систе-
ми кровотворення в онкологічних пацієнтів
після хіміо- або радіотерапії.

Джерело: 
www.sciencedaily.com/

releases/2013/02/130203145556.htm

Транспозони впливають на вікові зміни
головного мозку

У статті, опублікованій в журналі Nature
Neuroscience, дослідники лабораторії Колд
Спрінг Харбор (CSHL), які працюють під
керівництвом проф. Джошуа Дабнау (Joshua
Dubnau), повідомили, що в міру старіння
плодових мушок (дрозофіл) у мозку відбува-
ється збільшення кількості та активності так
званих «стрибних генів» або транспозонів.

Відкриті в 1940-х рр. професором
Барбарою МакКлінток (Barbara McClintock)
в експериментах із клітинами зерен куку-
рудзи транспозони становлять переважно
повторювані послідовності ДНК, здатні вбу-
довуватись у ДНК тварин і рослин.

Термін «стрибні гени» пов’язаний з тим
фактом, що за активації транспозони мо жуть
вставлятись або переміщатися з однієї части-
ни геному в іншу. При цьому вони, як вважа-
ють, здатні викликати зміни функціонуван-
ня генів, а в разі зародкових клітин
спричинити потенційно летальні деструктив-
ні порушення. Середня тривалість життя
плодової мушки становить 40–50 днів. Однак
ці комахи є цінною моделлю для вивчення
генетики таких процесів, як старіння і фун-
кціонування мозку, зокрема процесу пам’яті.

Інтерес авторів до транспозонів був
викликаний результатами експериментів,
які показали, що за зниження активності
протеїну (Argonaute 2) погіршувалася
довготривала пам’ять, яку оцінювали за
допомогою умовного рефлексу за Павловим —
у реакції на запах. Як зазначив Дабнау, цей
нейродегенеративний дефект значно поси-
люється у старіючих дрозофіл.

Хоча, як було показано, транспозони
були активні в процесі нормального розвит-
ку мозку, надалі їхня активність не виявля-
лася. Це свідчить про їхню функціональну
роль у цьому процесі.

Беручи до уваги участь протеїну Ago2
в захисті геному дрозофіл від активності
транспозонів, вчені дійшли висновку про не -
об хідність подальшого з’ясування їхньої ролі.

Спостереження за поведінкою транспозо-
нів у мозку дорослих дрозофіл виявило знач-

не підвищення їхньої активності в нейронах
починаючи з 21-денного віку. У міру старін-
ня організму активність стабільно зростала,
зумовлюючи переміщення їх усередині гено-
му. Особливо активним виявився транспо-
зон gypsy, який частіше переміщувався в
геномі з місця на місце. Блокування актив-
ності гена Ago2 призводило до того, що
активація транспозонів у мозку дрозофіл
починалася в більш ранньому віці. Це вияв-
лялося відсутністю довгострокової пам’яті у
таких особин вже в 20-денному віці, що не є
характерним для нормальних комах.

У більш ранній роботі, виконаній проф.
Дабнау спільно з проф. Моллі Геммел (Molly
Hammell) із CSHL, було встановлено взає-
мозв’язок між активністю транспозонів і тяж-
кими нейродегенеративними захворювання-
ми, зокрема ALS (бічний аміотрофічний
склероз) і лобно-скроневою деменцією. Цей
взаємозв’язок здійснюється протеїном TDP-
43, що контролює активність транспозонів.

Порівнюючи ці дані з результатами нового
дослідження, проф. Дабнау висловив припу-
щення, що причиною вікової нейродегенера-
ції, а також порушень, що спостері гаються
за низки нейродегенеративних захворю-
вань, може бути своєрідний «шторм транс-
позонів». Проте дотепер не з’ясовано, чи є
транспозони причиною або наслідком
пов’язаних зі старінням дефектів мозку.
Проф. Дабнау зазначив, що наступним кро-
ком має стати активація транспозонів за
генетичної маніпуляції плодових мушок та
з’ясування, чи є вони прямою причиною
нейродегенеративних захворювань.

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

2013/04/130408103338.htm

Електронна мікрофотографія плодової мушки
(Drosophila melanogaster) 

з неправильними кольоровими очима. 
Художня інтерпретація з використанням

накладення зображення показує локалізацію
активних транспозонів у мозку дрозофіли

(зелений колір) 
(фото надано Josh Dubnau)
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Власні клітини шкіри пацієнтів
трансформовано у клітини серця 

для створення 
«захворювання в чашці Петрі»

Більшість пацієнтів зі спадковим захво-
рюванням серця під назвою аритмогенна
дисплазія правого шлуночка/кардіоміопа-
тія (ARVD/C) до 20-річного віку навіть не
підозрюють про його наявність у них.
Незначна кількість симптомів ARVD/C
у молодому віці ускладнює дослідження
особливостей розвитку і розроблення мето-
дів його лікування.

Новий метод на основі використання
стовбурових клітин, розроблений в 2012 р.
під керівництвом лауреата Нобелівської
премії Шинія Яманака (Shinya Yamanaka),
допомагає вирішити цю проблему. Засто со -
вуючи цю технологію, дослідники можуть
створювати клітини серцевого м’яза із влас-
них клітин шкіри пацієнта. Однак більшість
одержуваних клітин серця в основному є
незрілими. Тому питання про те, чи можна
використовувати клітини цього типу для
відтворення захворювання, що виникає в
зрілому віці, досі залишається відкритим.

У статті, опублікованій в журналі Natu re,
уперше викладено спосіб моделювання захво-
рювання ARVD/C «у чашці Петрі». Цю
модель було створено з використанням техно-
логії Яманаки і нового інноваційного методу,
що дає змогу імітувати раннє «дозрівання»
клітин. Тому вона, найімовірніше, є більш
актуальною для людини із захворюванням
ARVD/C порівняно з іншими моделями і
краще підходить для вивчення цієї хвороби
та дослідження нових методів лікування.

Вчені з Медичного дослідницького інсти-
туту Сенфорд-Бернгем (Sanford-Burnham
Medical Research Institute), США, і Універ -
ситету Джона Гопкінса (Johns Hopkins
University), США, уперше описали спосіб
моделювання «захворювання в чашці Петрі».
На думку проф. Х’юей-Шен Вінсент Чен
(Huei-Sheng Vincent Chen) з Інституту
Сенфорд-Бернгем, головного автора дослід-
ження, важко довести, що моделювання
«захворювання в чашці Петрі» клінічно
релевантне захворюванню в зрілому віці.
Однак є підстави для висновку, що виявити
це захворювання можна тільки тоді, коли
індукується метаболізм, який виникає в зрі-
лому віці. Це є важливим відкриттям,
оскільки симптоми ARVD/C зазвичай не
виявляються до юнацького віку. Проте в
розглянутому випадку йдеться про стовбу-
рові клітини, які є ембріональними за своєю
природою. Наразі немає методів лікування

з метою запобігання прогресуванню ARVD/C,
цього рідкісного захворювання, що зачіпає
переважно спортсменів. Отримана ж модель
дає надію на розроблення подібних методів.
З метою одержання унікальних клітин паці-
єнта із захворюванням ARVD/C група вче-
них у лабораторних умовах спочатку отри-
мала зразки шкіри пацієнтів з ARVD/C,
клітини якої містять кілька мутацій, асоці-
йованих із розвитком захворювання. Потім
вони застосували метод, запропонований
Яманакою — внесли в клітинну культуру
молекули, які дали змогу повернути їх у
стан стовбурових клітин, тобто створити так
звані індуковані плюрипотентні стовбурові
клітини (iPSCs). Згодом ученим вдалося
перетворити iPSCs на невичерпне джерело
специфічних клітин серцевого м’яза пацієн-
та. Ці клітини мали значною мірою ембріо-
нальну природу, але в їхньому генетичному
апараті зберігалися оригінальні мутації
пацієнта.

Однак майже рік учені марно намагали-
ся виявити будь-які ознаки ARVD/C у клі-
тинах серцевих м’язів. Без наявності фак-
тичних ознак ARVD/C у дорослому віці ці
молоді специфічні клітини серцевого м’яза
пацієнта неможливо було б використовувати
для дослідження захворювання або тесту-
вання нових лікарських засобів.

Випереджаючи час
Урешті-решт спроби, зроблені вченими,

увінчалися успіхом. Було виявлено, що
метаболічна зрілість є основою для викли-
кання ознак ARVD/C, хвороби дорослих, в
їхніх ембріональноподібних клітинах. Як
основне джерело енергії фетальні клітини
серцевого м’яза людини використовують
глюкозу (цукор). На відміну від них, для
виробництва енергії клітини серцевого
м’яза дорослої людини використовують
жир. Таким чином, групі вчених під керів-
ництвом Чена вдалося створити суміш, яка
здатна у цій моделі спричинювати зрушення
метаболізму в дорослому організмі.

Після багатьох  проб і помилок вчені вия-
вили, що в основі ARVD/C-захворювання
лежить метаболічна дисфункція. Крім того,
команді Чена вдалося змусити індивідуаль-
ні серцеві м’язові клітини поводитися так
само, як у хворих на ARVD/C серця.
Домогтися такого ефекту в клітинах допо-
могла штучна гіперактивація протеїну під
назвою PPAR. Раніше вчені асоціювали роз-
виток ARVD/C з наявністю ослаблених кон-
тактів між клітинами серцевого м’яза, що
спостерігається тільки у половини пацієнтів
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з ARVD/C. Але за допомогою розробленої
моделі вчені не тільки викликали початок
захворювання в дорослому організмі в лабо-
раторних умовах, але й виявили нові потен-
ційні мішені, призначені для лікування хво-
рих на ARVD/C.

Що далі?
Група вчених під керівництвом Чена не -

що давно отримала новий грант з Калі фор -
ній ського інституту регенеративної медици-
ни (California Institute for Regenerative
Medicine) на створення додаткових моделей
ARVD/C на основі iPSC. використовуючи
велику кількість моделей ARVD/C, вони
визначатимуть у всіх (або, принаймні,
у біль шості) пацієнтів розвиток захворюван-
ня, перебіг якого пов’язаний з тими самими
метаболічними дефектами, що їх виявлено
в проведеному і описаному дослідженні.

Вчені також планують провести доклі-
нічні дослідження для розроблення нових
методів лікування цієї небезпечної хвороби
серця.

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

releases/2013/01/130127134201.htm

Фізкультура не рятує м’язи від старіння

Відкриття, зроблене вченими Універси -
тету Лафборо (Lough borough University),
Великобританія, під керівництвом професо-
ра Джеймі Тіммонсона (Jamie Timmons) не
тільки ставить під сумнів давнє поширене
переконання, що фізична активність упо-
вільнює процес старіння м’язової тканини,
але й дає новий погляд на процеси старіння
в організмі людини. 

Джеймі Тіммонс, професор системної
біології у Спортивній школі фізичних вправ
і медичних наук, зазначив, що тепер одер-
жано докази, які повністю спростовують
вчення про старіння організму. Проведені
дослідження доводять відсутність прямого
зв’язку між старінням м’язів і відсутністю
фізичних вправ. Досі вважали, що однією
з основних проблем старіння є атрофія
м’язової тканини. Проте, вивчаючи вікові
зміни у м’язах у людей (з Великобританії і
США), змін, пов’язаних із фізичною актив-
ністю, не спостерігали.

Автори встановили, що реакція організ-
му людини на фізичні навантаження варіює
в дуже широких межах, і її можна прогнозу-
вати, виходячи з початкового стану генів.
На думку проф. Тіммонса, на деяких людей
фізичні навантаження можуть мати пози-
тивний функціональний вплив, тимчасом
як у інших осіб вони не зупинять втрати
м’язової маси, оскільки м’язи просто не рос-
туть. Тобто можна констатувати, що чіткого
зв’язку між старінням м’язів і відсутністю
фізичних вправ немає. 

Вчені мали на меті знайти гени, що кон-
тролюють старіння у людей, із застосуван-
ням класичних методів генетики (аналіз
ДНК). У рамках проведених досліджень
шляхом вимірювання варіацій кількості
синтезованих у клітинах протеїнових про-
дуктів різних генів було складено відтворе-
ний молекулярний профіль або так звані
хімічні «відбитки пальців», характерні для
старіння м’язової тканини людини.
Дослідники зіставили результати проведе-
ного аналізу з численними існуючими дани-
ми, що стосуються ефектів фізичних трену-
вань, аби з’ясувати, яким чином різні
хімічні профілі реагують на тренування і
витривалість. Метою цього була ідентифіка-
ція молекулярних процесів, переважно асо-
ційованих зі старінням, а не із впливом
навколишнього середовища або способу
життя. У результаті було виявлено унікаль-
ні генетичні механізми, асоційовані з рос-
том і старінням м’язів людини. Більш того,

У цьому дослідженні вчені використовували
клітини шкіри пацієнтів, хворих на ARVD/C,

щоб отримати індуковані плюрипотентні
стовбурові клітини, які потім було

трансформовано в специфічні клітини
серцевого м’яза (зображені на фотографії

зеленим кольором). Одержані серцеві клітини є
дуже потрібною для фахівців моделлю, що

відтворює «захворювання в чашці Петрі», і їх
можна використовувати для дослідження

ARVD/C і тестування нових методів лікування
(фото: Sanford-Burnham Medical Research

Institute)

Колаж із сайта Університету Лафборо —
Veronique Duboc and Therry Lepage, Observatoire

Oceanologique de Villefrance-sur-Mer
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на підставі отриманих даних автори дійшли
висновку, що молекулярні процеси, пов’яза-
ні зі старінням м’язової тканини, не мають
нічого спільного із процесами, які безпосе-
редньо регулює фізична активність. Іншими
словами, вплив віку на м’язи не взаємо-
пов’язаний зі впливом фізичних навантажень.

На цей час учені розробляють різні теорії
старіння, що пов’язані, зокрема, із запален-
ням та окиснювальним стресом або вільни-
ми радикалами, вивчаючи людей з уже
існуючими захворюваннями або на підставі
проведення генетичних досліджень.

На думку проф. Тіммонса, попри те, що
деякі з припущень можна виключити, важ-
ливо, що, за його розрахунками, через 10
років у результаті проведених досліджень
буде розроблено новий препарат, який упо-
вільнюватиме процес старіння у людей зі
швидким зниженням функцій м’язів.
Тіммонс заявив, що його група має намір
продовжувати роботу, кінцевою метою якої
є створення препарату, що зможе уповіль-
нювати швидкість старіння м’язів і допома-
гатиме людям, нездатним нарощувати
м’язову масу за допомогою звичайних тре-
нувань.

Джерело: 
http://www.lboro.ac.uk/service/publicity/

news-releases/2013/47_ageing.html

Сік китайського гіркого гарбуза 
запобігає розвиткові раку підшлункової

залози у піддослідних мишей

Результати досліджень, проведених в
Інституті раку при університеті Колорадо,
які опубліковано в журналі Carcinogenesis,
свідчать, що екстракт гіркого китайської
гарбуза обмежує здатність клітин пухлин
підшлункової залози метаболізувати глюко-
зу, знижуючи тим самим енергетичний
запас цих клітин і, в кінцевому підсумку,
спричинюючи їх загибель.

Проф. Раджеш Агарвал (Rajesh Agar -
wal), один із керівників програми з контро-
лю розвитку злоякісних пухлин Центру
вивчення злоякісних новоутворень при уні-
верситеті Колорадо, співробітник кафедри
фармакології фармацевтичного факультету,
констатує, що три роки тому дослідники
вже продемонстрували дію екстракту, отри-
маного з китайського гіркого гарбуза, на
клітини ракової пухлини молочної залози,
які перебували в чашках Петрі. Але в ново-
му дослідженні вчені пішли набагато далі.
Використовуючи сік, який жителі різних
регіонів, зокрема Азійського континенту,
вживають у їжу, вони встановили, що цей
сік впливає на засвоєння глюкози клітина-
ми, зменшуючи їхні енергетині запаси
і зумовлюючи таким чином їх загибель.

Проф. Агарвал вирішив перевірити
результати вже проведених досліджень.
Зазвичай цукровий діабет має тенденцію до
розвитку раку підшлункової залози. Було
показано, що китайський гіркий гарбуз зда-
тен впливати на перебіг цукрового діабету 2-го
типу. Упродовж століть його використовува-
ли в народній медицині Китаю та Індії саме
для лікування цукрового діабету. Беручи це
до уваги, проф. Агарвал і його колеги вирі-
шили безпосередньо дослідити зв’язок між
раком підшлункової залози і вживанням
китайського гіркого гарбуза.

За повідомленням Агарвала, було описа-
но зміни метаболічних процесів, що відбува-
ються у клітинах підшлункової залози, ура-
жених злоякісною пухлиною, і виявлено
активацію АМФ-активованої протеїнкінази —
ензиму, який зменшує запас енергії в клітинах.

Можливо, зовсім не випадково китай-
ський гіркий гарбуз регулює секрецію інсу-
ліну бета-клітинами підшлункової залози.
Після проведення досліджень на клітинних
культурах Раджеш Агарвал і його колеги
показали, що в піддослідних мишей, у яких
був рак підшлункової залози і яких годували
соком китайського гіркого гарбуза, рак роз-
вивався на 60% рідше (порівняно з частотою
виникнення хвороби у контрольній групі).

Проф. Агарвал вважає це дуже цікавим
відкриттям. Адже багато вчених намагають-
ся розробити препарати, які пригнічують
здатність ракових клітин забезпечувати себе
енергоресурсами, тимчасом як, виявляєть-
ся, існує здатна на це речовина природного
походження.

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

2013/03/130312134920.htm
Китайський гіркий гарбуз (Bitter melon) 

(фото: www.sciencedaily.com)
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Протеїновий баланс 
запобігає розвиткові раку

Два протеїни, що, як вважали раніше,
виконують однакові функції, насправді є
антагоністами, і підтримка певної рівноваги
між активністю цих протеїнів є ключем до
вирішення проблеми низки захворювань,
зокрема онкологічних. Такого висновку
дійшли вчені з онкологічного центру Фокс-
Чейз (Fox Chase), Філадельфія, США.
Результати проведеної ними наукової робо-
ти опубліковано в журналі Developmental
Cell. Одержані дані свідчать про можливість
використання нових речовин, які здатні
протистояти розвиткові онкологічних
захворювань, впливаючи на метаболічні
шляхи, відповідальні за підтримання
належного балансу між згаданими вище
протеїнами.

Автор дослідження проф. Девід Л. Уїст
(David L. Wiest) пояснив, що зараз вони
намагаються зрозуміти, як можна втрутити-
ся в цю систему з терапевтичною метою, аби
відновити порушений баланс.

Дві протеїнові молекули, Rpl22 і Rpl22-
like1, які задіяні в процесі синтезу інших
протеїнових молекул, кодуються  двома
однаковими генами. Тому багато вчених і
вважали, що ці молекули виконують в орга-
нізмі однакові функції. Однак група дослід-
ників під керівництвом професора Уїста
встановила, що це не відповідає дійсності.
Зазначені протеїни не просто виконують
різні функції — вони є антагоністами сто-
совно один одного.

У рамках проведеного дослідження Девід
Уїст і його колеги гальмували активність
Rpl22 в організмі рибок Даніо-реріо —
модельного організму, який застосовують
для вивчення хвороб людини в лаборатор-
них умовах. За відсутності Rpl22 в організмі
Даніо-реріо не виробляються Т-лімфоцити.
Така сама аномалія спостерігається у разі
гальмування активності Rpl22-like1. Це
свідчить про те, що ці протеїни необхідні
для того, щоб стовбурові клітини слугували
джерелом Т-лімфоцитів.

Коли вчені спробували відновити Т-лім-
фоцити в модельному організмі рибок, у
яких була нестача Rpl22, додаючи Rpl22-
like1, то в них нічого не вийшло. Те ж саме
відбувалось і в ситуації, коли в організмі
було недостатньо Rpl22 і пригнічувався про-
теїн Rpl22-like1. На підставі отриманих
результатів проф. Уїст і його колеги зробили
висновок, що ці протеїни виконують різну
функцію, незважаючи на те, що вони беруть
участь у створенні стовбурових клітин.

Аби глибше вивчити функції розгляну-
тих протеїнів, учені проаналізували вміст
різних протеїнів, що беруть участь у ство-
ренні стовбурових клітин, за умови відсут-
ності або Rpl22, або Rpl22-like1. За відсут-
ності Rpl22-like1 у клітинах відзначається
знижений рівень протеїну Smad1 — голов-
ного фактора, що визначає розвиток стовбу-
рових клітин. Натомість, коли відсутній
Rpl22, різко зростає вміст Smad1.

Професор Уїст пояснює, що як Rpl22,
так і Rpl22-like1 можуть зв’язуватися безпо-
середньо з клітинною РНК, на матриці якої
синтезується Smad1. Отже, ці протеїни під-
тримують баланс у створенні стовбурових
клітин через антагоністичний вплив на екс-
пресію Smad1.

За образним висловом учених, Rpl22
можна порівняти з «гальмом», а Rpl22-like1 —
з «педаллю газу», що працюють з метою
одержання стовбурових клітин. При цьому
вони мають бути використані належним
чином, тобто якщо активність того чи іншо-
го занадто висока, відбувається порушення
балансу сил, що регулює вироблення стовбу-
рових клітин, з потенційно смертоносними
наслідками.

Зокрема, за надто високого вмісту Rpl22
(«гальма») припиняється виробництво стов-
бурових клітин, унаслідок чого зменшується
кількість клітин крові, що призводить до
таких проблем, як анемія. З другого боку,
занадто високий вміст Rpl22-like1 («педаль
газу») може зумовити перевиробництво стов-
бурових клітин, що призводить до лейкемії.

Проведені дослідження показали, що
рівень вмісту Rpl22-like1 зазвичай перевище-
но у разі розвитку ракових захворювань,
включаючи 80% випадків гострого мієлолей-
козу. З другого боку, дослідники виявили,
що за інших ракових захворювань ген, який
кодує Rpl22, видаляється. Будь-якої із цих
подій достатньо для того, аби змінити баланс
у виробництві стовбурових клітин шляхом,
який призводить до захворювання на рак.

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

releases/2013/02/130227162020.htm

«Фармацевтичний» підхід 
збільшує екстракцію олії з водоростей

Застосувавши підхід, аналогічний тому,
який використовують для пошуку нових
лікарських препаратів, хіміки з Каліфор -
ній ського університету в Девісі (США) ви -
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явили низку сполук, здатних значно збіль-
шити вилучення олії із зелених мікроско-
пічних водоростей, які є потенційним дже-
релом біодизеля та інших екологічно чистих
видів палива. Результати роботи опубліко-
вано в онлайновому випуску журналу
Chemical Biology.

Мікроскопічні водорості — це одноклі-
тинні організми, що, як і зелені рослини,
використовують фотосинтез для засвоюван-
ня вуглекислого газу, перетворюючи його на
складні сполуки, включаючи олії та ліпіди.
Морські водорості можна вирощувати в
ставках, наповнених солоною водою. Вони
не конкурують із продовольчими культура-
ми за посівні площі або прісну воду.

Аннеліза Франц (Annaliese Franz), автор
опублікованої статті, зазначила, що ці водо-
рості можуть жити в солоній воді, викорис-
товувати сонячне світло та діоксид вуглецю
як будівельний компонент, продукувати
олії, придатні для переробки з метою одер-
жання біодизельного палива.

Група дослідників протестувала вплив
83 сполук на ріст чотирьох штамів мікрово-
доростей та одержання олій. Результати
їхніх досліджень показали, що деякі вивче-
ні хімічні сполуки здатні збільшити на 85%
виробництво олій без зниження швидкості
росту мікроводоростей.

Серед найбільш активних сполук вияви-
ли звичайні антиоксиданти, такі як епігало-
катехінгалат, що міститься в зеленому чаї,
бутилгідроксіанізол (ВНА) — харчовий кон-
сервант.

Учені проводили експерименти з вирощу-
вання культури об’ємом до півлітра. Фахівці
підрахували, що деякі аналізовані ними
хімічні сполуки могли би бути економічно
ефективними з погляду витрат, якщо збіль-
шити обсяг їх одержання у водоймі, де рос-
туть водорості. В умовах експерименту олії
екстрагували з водоростей. При цьому зали-
шалася маса, яку можна обробити і застосо-
вувати як корм для тварин або в інших цілях.

Аннеліза Франц вважає, що з огляду на
важливість використання таких водоростей
для одержання біопалива слід розпочати
розроблення методів для створення нових
лікарських препаратів із сполук, що вплива-
ють на метаболізм мікроводоростей.

Завдання полягає в пошуку малих моле-
кул, які можуть справляти вплив на метабо-
лічні шляхи у клітині. Створюючи велику
кількість клітинних культур і здійснюючи
вимірювання простим зчитуванням, можна
буде проводити на місці скринінг великої
кількості різних сполук у короткі терміни.

Більш докладний опис результатів про-
веденого дослідження можна віднайти на
веб-сторінках журналу Chemical Biology.

Джерело: 
http://sci-lib.com/article1756.html

Кишкові бактерії, 
пов’язані з метаболізмом холестеролу

Дослідники із Сальгренської академії
Гетеборзького університету (Sahl grens ka
Academy, University of Gothen burg), Шве -
ція, дійшли висновку, що метаболізм холес-
теролу регулюють бактерії, що живуть у тон-
кому кишечнику. Результати цього
дослідження можуть бути корисними для
роз роблення нових лікарських препаратів,
спрямованих на боротьбу із хворобами сер-
цево-судинної системи.

Добре відомо, що холестерол — це основ-
ний фактор ризику розвитку серцево-судин-
них захворювань. Він синтезується в орга-
нізмі людини і надходить в організм з їжею,
а далі у печінці перетворюється на жовчні
кислоти, які потім виділяються в кишеч-
ник, виводяться з організму або повертають-
ся назад у печінку.

Вплив кишкових бактерій на здоров’я
людини і захворювання є галуззю дослід-
жень, що швидко розвивається. Дослід -
ниць ка група проф. Фредріка Бекгеда
(Fredrik Bäckhed) з Університету Гетеборга,
яка є лідером у цій галузі, вивчає, як киш-
кові бактерії пов’язані зі способом життя і
такими захворюваннями, як ожиріння, діа-
бет і серцево-судинні патології. У статті,
опублікованій в журналі Cell Metabolism,
дослідники повідомили, що бактерії кишеч-
ника пригнічують синтез жовчних кислот,
використовуючи для цього сигнальну систе-
му, в якій бере участь конкретний протеїн,
відомий як рецептор FXR в тонкому кишеч-
нику. За словами Семі Сеїн (Sama Sayin),
одного з авторів проведеного нещодавно

Escherichia coli — бактерія, що живе 
в кишечнику людини 

(Фото: www.universityofcalifornia.edu)
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дослідження із Сальгренської академії
Гетеборзького університету, було виявлено,
що лікарські препарати, які знижують вміст
холестеролу, істотно скоротили смертність
унаслідок розвитку серцево-судинних
захворювань. Ці дослідження можна вважа-
ти кроком уперед, оскільки вдалося показа-
ти, яким чином бактерії, що живуть у
кишечнику, регулюють синтез жовчних
кислот із холестеролу.

FXR-рецептори беруть участь не тільки в
регуляції метаболізму холестеролу, але й
обміну жирів і вуглеводів.

Проф. Бекгед, під керівництвом якого
проводять ці дослідження, сподівається, що
якщо в майбутньому вдасться виявити конк-
ретну групу бактерій, які впливають на сиг-
нальні шляхи за участю FXR-протеїнів, то,
ймовірно, цю інформацію можна буде вико-
ристовувати для створення нових засобів
лікування цукрового діабету і хвороб серце-
во-судинної системи.

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

2013/02/130218092558.htm

У несприятливих умовах бактерії 
стають стійкими до дії антибіотиків

У статті, опублікованій в журналі BMC
Evolutionary Biology у відкритому доступі,
повідомляється, що за несприятливих умов
бактерії набувають стійкості до дії антибіоти-
ків в умовах стресу. Зокрема, бактерії виду
E. coli, які ростуть за підвищеної температу-
ри, стають стійкими до дії рифампіцину.

Прийнято вважати, що стійкість до дії
антибіотиків — це складний для мікроорга-
нізму процес. Наприклад, мутації, які
можуть забезпечити зниження кількості
надходження антибіотика, також можуть
зменшити кількість поживних речовин, що
надходять у клітину. Отже, за відсутності
антибіотиків нерезистентні бактерії витіс-

нятимуть резистентні. Дослідники з Калі -
фор ній сь кого університету Ірвайна (UC
Irvine), США, спільно з французькими коле-
гами медичного факультету Деніса Дідро
(Facultй de Mйdicine Denis Diderot), Париж,
виявили, що в несприятливому середовищі,
наприклад за зростання в умовах високої
температури, у бактерій може спонтанно
розвиватися стійкість до дії рифампіцину.

Мутації, відповідальні за появу цієї стій-
кості, в різних штамах бактерій E. coli при-
зводять до виникнення різних ефектів.
У кожному типі вивчених бактерій змінена
в результаті мутації субодиниця rpoB РНК-
полімерази давала їм змогу рости в присут-
ності рифампіцину. Але на відміну від
вихідного тестового штаму бактерій, мутан-
тні штами не обов’язково мали перевагу
в рості, перебуваючи в умовах високої тем-
ператури.

Д-р Олівер Тенайллон (Olivier Tenaillon),
під керівництвом якого проводили ці дослід-
ження, зазначив, що стійкість до дії анти-
біотиків може виникати навіть за відсутнос-
ті антибіотиків, і що залежно від типу
бактерій та умов росту стійкість може бути
навіть корисною. Враховуючи, що рифампі-
цин використовують для лікування тяжких
захворювань бактеріальної природи,
наприклад туберкульозу, а також гансеніо-
зу, для запобігання менінгококовому менін-
гіту, явище стійкості до дії антибіотиків за
відсутності самих антибіотиків має велике
значення для охорони здоров’я.

Результати досліджень однозначно пока-
зали, що еволюція стійкості до дії антибіо-
тиків відбувається під впливом двох типів
взаємодії генів: плейотропії та епістазу. Як
пояснив д-р Аржан де Віссер (Arjan de
Visser) з Вагенінгенського університету
(Wageningen University), Нідерланди,
плейотропія показує, як мутації, що забез-
печують стійкість до дії антибіотиків, впли-
вають на інші функції, зокрема на їхню
поведінку в інших середовищах. Епістаз
пояснює, наскільки добре поєднуються різні
мутації, а також як вони впливають на стій-
кість до дії антибіотиків і, отже, визначає,
які мутаційні шляхи будуть сприятливіши-
ми для еволюції в тому разі, коли для вироб-
лення повної стійкості потрібне поєднання
кількох мутацій.

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

2013/02/130221194045.htm
Скупчення бактерій E. coli

(Фото: www.bioweb.uwlax.edu)
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У геномі морської міноги 
вчені виявили гени, 

пов’язані з неврологічними порушеннями
у людини

Група фахівців із лабораторії біології
моря (Marine Biological Laboratory — MBL)
виявила в геномі морської міноги кілька
генів, які пов’язані з розвитком неврологіч-
них розладів людини, включаючи хвороби
Альцгеймера, Паркінсона, ураження спин-
ного мозку. Дані про розшифрований геном
цього організму опубліковано в журналі
Nature Genetics.

Дженніфер Морган (Jennifer Morgan) із
Центру регенеративної біології та тканинної
інженерії Юджина Белла при Центрі MBL
(MBL’s Eugene Bell Center for Regenerative
Biology and Tissue Engineering) пояснив, що
морських міног можна використовувати як
модельні організми для розширення існую-
чих уявлень про молекулярну природу ней-
родегенеративних хвороб і неврологічних
розладів людини. Кінцевою метою є з’ясу-
вання того, що саме відбувається з нейрона-
ми після ушкодження і під час хвороби.
Потрібно також зрозуміти причину змін у
роботі нейронів під час розвитку захворю-
вань та визначити шляхи корекції цих пору-
шень з метою відновлення нормальної робо-
ти нервової системи. На відміну від людини,
морська мінога має незвичайну здатність до
регенерації тканин нервової системи. У разі
ушкодження спинного мозку міноги відбу-
вається відновлення нервових клітин,
наприклад, за розриву спинного мозку втра-
чені функції відновлюються упродовж
10–12 тижнів.

Дженніфер Морган з колегами із MBL
спільно з Оне Блум (Ona Bloom) і Джозефом
Баксбаум (Joseph Buxbaum) вивчають

явище регенерації тканин спинного мозку
міноги з 2009 р. Нейрони головного та спин-
ного мозку міног мають великий розмір і
легко ідентифікуються, що робить їх відмін-
ною моделлю для вивчення регенерації на
рівні однієї клітини. Наразі інформація про
гени міног дала змогу вченим глибше зрозу-
міти природу регенеративних механізмів і
порівняти процеси, зокрема запалення, з
фізіологічними процесами, що відбуваються
в організмі людини.

Проект дослідження геному міноги
здійснювала група з 59 дослідників під
керівництвом Веймінь Лі (Weiming Li) з
Мічиганського університету і Джеремі Сміт
(Jeramiah Smith) з Університету Кентуккі,
США. Вчені зосередили свою увагу на
вивченні тієї частини геному, яка визначає
життєдіяльність нейронів.

У міног, на відміну від людини, відсутні
мієлінові волокна. В організмі людини вони
утворюють оболонку, яка покриває нервові
волокна і дає можливість прискорювати
проведення нервових імпульсів. Однак
фахівці виявили в організмі міног гомоло-
гічні гени, які кодують структуру протеїну
мієліну. В організмі людини мієлінасоційо-
вані молекули заважають відновленню
ушкодженої нервової тканини. У разі ушко -
джень спинного мозку велику увагу приді-
ляють нейтралізації активності цих моле-
кул. Таким чином, виникає парадоксальна
ситуація: що роблять виявлені мієлінасоці-
йовані гени в геномі тварин, у яких немає
мієлінових волокон? І постають нові цікаві
запитання: а може, організм людини колись
теж мав здатність до регенерації втрачених
тканин нервової системи? Якщо це так, то
чому ця здатність зникла і чи можна її вза-
галі відновити?

Наразі Дженніфер Морган спільно з
колегами аналізують, які гени і в якій послі-
довності активуються після ушкодження
спинного мозку і в ході його відновлення.

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

2013/02/130224142915.htm

Протеїни, які в надлишку містяться 
в ракових клітинах, спричинюють

суперспіралізацію ДНК

Вчені з Університету Південної Калі фор нії,
США, виявили протеїн, який може змінюва-
ти топологію ДНК, змушуючи цю молекулу
згортатися в «суперспіраль». Відкрит тя дає
нове уявлення про роль протеїнів під назвою
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Морська мінога (Petromyzon marinus)
є агресивним паразитом, який вважають

шкідником у багатьох регіонах, у тому числі
в районі Великих озер, США. Оскільки мінога є
раннім предком давніх хребетних, для неї відо-

ма повна послідовність геному
(фото: New York State Department

of Environmental Conservation)



MCM (від англ. Mini-chromosome maintenan-
ce protein complex) у ракових клітинах,
в яких міститься велика їх кількість.

Це можна уявити таким чином: якщо
скручувати один кінець гумової нитки і при
цьому нерухомо утримувати другий кінець.
Після деякої кількості поворотів утворюєть-
ся щільна структура. Якщо продовжувати
згортати кінець вже закрученої нитки, то
структура почне згортатися навколо себе,
утворюючи щільний вузол. Подібним чином
можуть бути згорнуті в суперспіралізовані
структури й молекули ДНК. Хромосомна
ДНК формує різноманітні суперспіралізова-
ні структури, що дають можливість забезпе-
чити перебіг низки важливих процесів.
Формування цих структур призводить до
включення і виключення деяких генів, а
також регуляції роботи інших генів.
Результати проведеного дослідження пока-
зують, що надлишок структур у клітині
може призводити до гіперекспресії, знижен-
ня активності або виключення низки важ-
ливих генів, змушуючи клітини безкон-
трольно ділитись або перетворюватись на
злоякісні. 

Проф. Ксяоджань Чень (Xiaojiang Chen)
з коледжу гуманітарних і природничих наук
Девіда при Університеті Південної

Каліфорнії (USC Dornsife College of Letters,
Arts and Sciences), США, автор проведеного
дослідження, пояснив, що структура хромо-
сомної ДНК відіграє важливу роль у регуля-
ції експресії генів, а отже, й фізіологічного
стану клітини. Зміна топології ДНК є одним
з ефективних способів регуляції структури
хромосомної ДНК. Виявлення здатності
MCM змінювати топологію ДНК дає змогу
абсолютно по-новому оцінити роль MCM в
регуляції роботи генів і розвитку злоякісних
пухлин.

Результати досліджень опубліковано в
онлайновому випуску журналу Nucleic Acids
Research.

Вчені виявили, що MCM-протеїни фор-
мують нитки, які нагадують широку труб-
ку, уздовж внутрішньої стінки якої спіралі-
зуються нитки ДНК. Ізсередини трубка,
утворена MCM-протеїнами, має вигляд
широкого спірального каналу, що несе силь-
ний позитивний електричний заряд.

Проф. Чень зазначив, що така специфіч-
на особливість є незвичайною і тому має
виконувати спеціальну функцію. Широкий
спіральний канал притягує і пов’язує нитка
ДНК, яка має негативний заряд фосфатного
остова.

Щільне закріплення ДНК на поверхні
закрученого каналу всередині спіральної
трубки нитки з MCM-протеїнів змушує
суперспіралізовуватись у подвійний ланцюг
ДНК. Подальші дослідження вчених з
Університету Південної Каліфорнії допомо-
жуть з’ясувати, як зміни топології ДНК,
спричинені активністю MCM-протеїнів,
впливають на утворення ракових клітин, а
також уточнити можливість застосування
цих змін для лікування злоякісних новоут-
ворень.

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

2013/03/130311151250.htm

Матеріал підготувала 
О. С. Виноградова
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ДНК у клітині евкаріотів
(Фото: www.publications.nigms.nih.gov)
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REGENESIS: HOW SYNTHETIC BIOLOGY WILL REINVENT NATURE 
AND OURSELVES

Перебудова: як синтетична біологія змінюватиме  природу, 
пристосовуючись під ці зміни  

G. M. Church, E. Regis

У монографії описано можливості та здобутки у галузі синтетичної біології,
яка вибірково змінює живі організми, модифікуючи значну частину геному,
унаслідок чого створюються абсолютно нові види. Досі природа була виключно
арбітром життя, смерті та еволюції. З появою синтетичної біології з’явився

потенціал для опису нашого власного біологічного майбутнього. Дійсно, як показують автори,
виникла навіть можливість переглянути ключові моменти  еволюції життя і завдяки методам
цієї науки вибирати різні її шляхи на відміну від наданих самою природою. Тобто, можлива
повномасштабна перебудова геному — від відродження мамонтів та інших вимерлих організмів
до створення дзеркальних форм життя з молекулярною структурою, протилежною нашій. Ці
технології будуть спрямовані передусім на поліпшення здоров’я людини, підвищення інтелек-
ту, поліпшення пам’яті і навіть подовження тривалості життя.

Обсяг: 304 стор. Дата публікації: 2012 р. 
Видавництво: «Basic Books» (США). Мова: англ. 

LIVELY CAPITAL: BIOTECHNOLOGIES, ETHICS, AND GOVERNANCE 
IN GLOBAL MARKETS (EXPERIMENTAL FUTURES)

Потенціал живого: біотехнологія, етика і управління у глобальному вимірі
(перспективи експериментальних досліджень)

K. S. Rajan

У книзі досліджено взаємозв’язок між біотехнологією, етикою, маркетин-
гом, а також розглянуто сучасні правові, соціальні, культурні та інші аспекти,
що виникають за врегулювання питань, що стосуються біотехнології, геноміки,
фармацевтичного маркетингу, інтелектуальної власності, науки про довкілля,

клінічних випробувань, захисту прав пацієнтів. Книга торкається не лише проблеми комерціа-
лізації науки про життя, але й епістемологічної будови та системи оцінювання.

Обсяг: 528 стор. Дата публікації: 2012 р.
Видавництво: «Duke University Press Books» (США). Мова: англ. 

MICROBIAL BIOTECHNOLOGY: PRINCIPLES AND APPLICATIONS
Мікробіологічна біотехнологія: 

теоретичне значення і практичне використання  

Y. K. Lee

Методи молекулярної біології, які швидко розвиваються, істотно впливають
на мікробіологічну біотехнологію, що зумовило потребу в залученні нових авто-
рів до 3-го видання цього підручника. Подано, зокрема, приклади з реального
життя, що стосуються використання мікробіологічно-біотехнологічних при-

нципів як у наукових дослідженнях, так і в промисловості. Може слугувати довідковим посіб-
ником для наукових працівників, студентів, аспірантів, викладачів.

Обсяг: 860 стор. Дата публікації: 2012 р. 
Видавництво: «World Scientific Pub Co Inc» (США). Мова: англ. 

ННООВВІІ  ППУУББЛЛІІККААЦЦІІЇЇ  ЗЗ  ББІІООТТЕЕХХННООЛЛООГГІІЇЇ
ТТАА  ССУУММІІЖЖННИИХХ  ДДИИССЦЦИИППЛЛІІНН
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RISK MANAGEMENT APPLICATIONS IN PHARMACEUTICAL 
AND BIOPHARMACEUTICAL MANUFACTURING

Програма управління ризиками 
у фармацевтичному і біофармацевтичному виробництві

H. Mollah, H. Baseman, M. Long

Книга містить як теоретичні основи, так і практичні рекомендації з управ-
ління ризиками у фармацевтичному виробництві біопрепаратів. Охоплює тема-
тичні дослідження і конкретні приклади використання принципів управління
ризиками для розроблення біологічних і фармацевтичних препаратів, а також

бібліографічні посилання, що будуть корисними для всіх, хто бажає отримати додаткові відо-
мості з цих питань.

Обсяг: 432 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Wiley» (США). Мова: англ. 

DOWNSTREAM INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY: 
RECOVERY AND PURIFICATION

Низхідна промислова біотехнологія: відновлення та очищення

За редакцією M. C. Flickinger

Планування процесу перероблення справляє найбільший вплив на загальну
вартість біовиробництва, адже не тільки біохімічний склад різноманітних про-
дуктів (наприклад, пептиди, протеїни, гормони, антибіотики і складні антигени)

зумовлює використання різних методів виділення і очищення цих продуктів, але й забрудню-
вальні побічні продукти також можуть зменшити загальний технологічний вихід і мати серйоз-
ні наслідки для безпеки та ефективності.

У монографії розглядаються такі питання:
· руйнування клітинних стінок і лізис;
· відновлення клітин центрифугуванням та фільтрацією;
· пористі середовища в біотехнології;
· обладнання, використовуване у промисловому очищенні протеїнів;
· афінна хроматографія;
· агрегація протеїнів, осадження і кристалізація;
· ліофільне сушіння біопрепаратів.
Призначена для фахівців у галузі промислової біотехнології, біохімії, промислової мікро-

біології, технології експресії генів і культивування клітин, а також для викладачів, студентів
старших курсів, аспірантів.

Обсяг: 872 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Wiley» (США). Мова: англ. 

UPSTREAM INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY, 2 VOLUME SET
Висхідна промислова біотехнологяї, у 2 томах 

M. C. Flickinger

Біотехнологія — важлива галузь дослідження, і для багатьох університетів роз-
роблено спеціальні навчальні програми, що стосуються цієї галузі. У пропоновано-
му 2-томному посібнику містяться ретельно підібрані статті з енциклопедії Уїллі

стосовно промислової біотехнології, біопроцесів, біорозділення і клітинних технологій (Wiley’s
Encyclopedia of Industrial Biotechnology, Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology), а також
включено нові статті (близько 80), які широко й на високому рівні висвітлюють ці питання.

Обсяг: 1854 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Wiley» (США). Мова: англ. 
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MICROSPHERES AND MICROCAPSULES IN BIOTECHNOLOGY: 
DESIGN, PREPARATION AND APPLICATIONS

Мікросфери і мікрокапсули в біотехнології: 
розробка, одержання і використання

G. Ma, Z.-G. Su

Розглянуто нові мікросфери і мікрокапсули, спеціально розроблені й підго-
товлені для застосування в галузі біотехнології та біофармацевтики з викорис-
танням біореакцій, біорозділення, біообробки, біодетекції та інших нових біо-

логічних методів. Подано відомості про принципи проектування, методи підготовки та
застосування результатів досліджень нових мікросфер і мікрокапсул у кожній галузі біології.
У довіднику обговорюються проблеми, які потребують подальшого вивчення, та вміщено
коментарі щодо перспектив використання мікросфер і мікрокапсул.

Обсяг: 552 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Pan Stanford Publishing» (Сінгапур). Мова: англ. 

BIOTECHNOLOGY OF NEGLECTED AND UNDERUTILIZED CROPS
Біотехнологія забутих і не до кінця використаних культур

За редакцією S. M. Jain, S. D. Gupta

Це видання є першим у світовій практиці ґрунтовним посібником, в якому
висвітлено наукові досягнення в галузі сільськогосподарської біотехнології,
документально оформлено результати досліджень за останні три десятиліття,
розглянуто поточний стан і перспективи на майбутнє.

Обсяг: 592 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Springer» (Німеччина). Мова: англ. 

THE MYCOTA. GENETICS AND BIOTECHNOLOGY
Гриби. Генетика і біотехнологія 

За редакцією U. Kück

Із часу виходу 1-го видання деякі дослідження, присвячені молекулярній
біології грибів, зокрема проекти вивчення геному грибів, набули стрімкого роз-
витку. Це у свою чергу вплинуло на фундаментальну генетику, а також біотех-
нологію. Для висвітлення цих подій друге видання було повністю оновлено і всі
розділи переглянуто. Крім того, включено п’ять нових розділів, присвячених

різним аспектам молекулярної генетики грибів. Вони охоплюють такі теми: ядро і позаядерна
генетика; функціональна геноміка; біотехнічна генетика; дріжджі та міцеліальні гриби.

Обсяг: 456 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Springer» (Німеччина). Мова: англ. 

APPLIED GENETICS OF LEGUMINOSAE BIOTECHNOLOGY 
(FOCUS ON BIOTECHNOLOGY)

Прикладна генетика біотехнології бобових (з акцентом на біотехнологію)

За редакцією P. K. Jaiwal, R. P. Singh

Бобові включають багато важливих культурних рослин, які постачають вкрай
необхідні протеїни в раціон людей і тварин у всьому світі. Вони мають унікальну
здатність фіксувати атмосферний азот, пов’язаний з бульбочковими бактеріями
роду Rhizobia, підвищують родючість ґрунту і займають певну важливу нішу в

сільському господарстві. У двох томах пропонованого видання наведено новітні дані аналізу in
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vitro і технологій рекомбінантних ДНК для поліпшення зернових і кормових бобових.
Розглянуто поточний стан і перспективи методів регенерації in vitro, генетичної трансформації
та стабільності трансгенної модифікації ознак майже для всіх важливих бобових (соя, арахіс,
горох, квасоля, нут, каянус; люцерна, маш, урд; адзукі, сочевиця, чина, люпин, лотос, люцер-
на, боби та ін.), а також способи їх удосконалення.

Обсяг: 344 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Springer» (Німеччина). Мова: англ. 

PROTEINS IN SOLUTION AND AT INTERFACES: 
METHODS AND APPLICATIONS IN BIOTECHNOLOGY AND MATERIALS 

SCIENCE (WILEY SERIES ON SURFACE AND INTERFACIAL CHEMISTRY)
Протеїни в розчині й на межі розділення: 

методи і застосування в біотехнології та матеріалознавстві 
(серія Wiley, що стосується хімії поверхні, межі розділення)

За редакцією J. M. Ruso, А. Pieiro

Протеїни в розчині й на межі розділення дедалі частіше використовують у нових технологі-
ях – від одержання біоміметичних матеріалів до формування нанорозмірних частинок. У книзі
проаналізовано стан цієї галузі, подано всебічний сучасний аналіз методів, застосовуваних для
характеристики протеїнів, а також розглянуто найважливіші сфери їх використання.
Висвітлені теми охоплюють протеїни і протеїнові агрегатні структури, методи розрахунку та
вивчення структури протеїнів, агрегації та адсорбції; стан протеїнів у нестандартних умовах,
а також біотехнологічні аспекти.

Обсяг: 512 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «Wiley» (США). Мова: англ. 

ENGINEERING ASPECTS OF FOOD BIOTECHNOLOGY 
(CONTEMPORARY FOOD ENGINEERING)

Технічні аспекти харчової біотехнології 
(Сучасна техніка харчової промисловості)

За редакцією J. A. Teixeira, A. A. Vicente

Досягнення у харчовій біотехнології стосуються виробництва і поліпшення
харчових інгредієнтів, генетичних аспектів і біологічних процесів, зокрема
вивчення ензимів і клітин. Попри те, що ці досягнення та програми традиційно
добре висвітлюються у публікаціях, існує брак інформації стосовно технічних

аспектів біотехнології виробництва харчових продуктів. Пропонована книга містить вичерпний
огляд цих питань — від розроблення технології харчових процесів і продуктів до найважливі-
ших елементів харчової біотехнології.

Обсяг: 375 стор. Дата публікації: 2013 р. 
Видавництво: «CRC Press» (Велика Британія). Мова: англ. 
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