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ВЛИЯНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ НА ПРОЦЕСС ПРОИЗВОДСТВА САХАРА 
 

Анджей Барыга, Боженна Полець 
 

Отдел сахарного производства Института биотехнологии сельского хозяйства и пищевой промышленности, Польша 
e-mail: baryga@poczta.onet.pl 

 

Пищевые продукты характеризуются относительно коротким сроком годности, и могут легко портиться 
из-за различных факторов, в частности: 

- внутренних факторов – химический состав, степень гидратации продукта, рН, микробное заражение, 
- внешних факторов - температуры и влажности окружающей среды, способ хранения и 

транспортировки.  
Пищевые продукты часто создают идеальные условия для роста и размножения микроорганизмов. 

Скорость размножения, мобильность и способность к анабиозу – основные свойства, позволяющие  
микроорганизмам быстро освоить среду. Неконтролируемый рост микроорганизмов в пищевых продуктах 
приводит к изменению их качества, то есть, изменению вкуса, консистенции, снижению срока годности, а 
иногда к полной испорченности. Это часто является причиной серьезных экономических потерь, в первую 
очередь связанными с высокими компенсационными выплатами и рекламациями, и обычно заканчиваются 
изъятием продукта с рынка. 

При микробиологическом разрушении пищевых продуктов, участвует разнообразная микрофлора: 
бактерии, дрожжи, плесени и патогенных микроорганизмы [1]. Сущность производства безопасных пищевых 
продуктов состоит в том, чтобы проанализировать все опасности, которые могут возникнуть в процессе 
производства. Серьезной угрозой для готовой продукции является технологический процесс, 
производственная среда и человек. В процессе производства сахара следует обратить особое внимание на: 

- качество сырья, которое поступает на сахарные заводы, 
- поддержание соответствующих параметров процесса производства, 
- надлежащее санитарное состояние машин и оборудования, 
- соблюдение правил гигиены, 
- предотвращение вторичного микробиологического загрязнения.  

Сырье - сахарная свекла 
Погодные условия во время сахарной кампании во многом определяют технологическую ценность 

сахарной свеклы. Когда в начале кампании наступают заморозки, с последующим длительным периодом 
потепления, поврежденная морозом свекла является хорошей средой для развития микроорганизмов. Это 
приводит к значительным потерям сахара, вызванным метаболизмом микроорганизмов, к проблемам в 
процессе фильтрации и очистки сока.  
Бункеры свеклы над резаками, ссыпные желоба под резаками. 

Носителями мезофильных микроорганизмов могут быть остатки почвы, оставшиеся после очистки и 
мойки сырья. Также во время движения масс, часто остатки сырья остаются в так называемом “мертвом 
пространстве”, что приводит к образованию микробных очагов.  
Сырой сок и жомопрессовая вода  

Сок, вытекающий из экстрактора, непосредственно контактирует с очагами инфекции, что ведет в 
росту микроорганизмов в сыром соке, а также продуктов обмена веществ (инверта, молочной кислоты). 
Наибольшие потери сахара, вызванные бактериальной активностью, наблюдаются в экстракторе на 
конечных участках, а также в воде, которая возвращается в экстрактор.  

Около 95% общего объема микрофлоры – это бактерии рода Bacillus Stearothermophilus. При 
рециркуляции жомопрессовой воды в экстрактор попадает очень большое количество бактерий в активной 
фазе размножения с высокой биохимической активностью. Кроме того, фактором, способствующим 
развитию термофильных бактерий является постоянный приток свежей питательной среды с стружкой и 
одновременный отток продуктов метаболизма с сырым соком и жомом. При этом формируются 
идеальные условия для непрерывного размножения, характеризующиеся интенсивным ростом 
биохимически активных бактерий [2].  

В связи с возможностью микробной инфекции желательно контролировать процесс производства, 
хранения, упаковки и транспортировки белого сахара. При контроле  опасных точек производства 
необходимо особое внимание обращать на: 

- степень заражения жомопрессовой воды и сырого сока; 
- санитарное состояние машин, оборудования, стен и пола; 
- микробиологическое состояние воздуха под центрифугами, на этапе упаковки, на складе, в местах  
  забора воздуха для сушки и охлаждения сахара; 
- руки сотрудников, упаковку сахара, а также на транспорт, который доставляет продукт Клиенту. 
 

Литература: 
1. Baryga A., Połeć B., Kowalska M., Kacprzak E.: Monitorowanie zagrożeń mikrobiologicznych podczas procesu produkcji 

cukru białego, Oddział Cukrownictwa Instytutu Biotechnologii Przemysłu Rolno-Spożywczego, materiały konferencyjne 
Lwów 2012r. 

2. Baryga A., Sumińska T., Strębska-Zając J., Kowalska M.: Opracowanie i wydanie drukiem poradnika dotyczącego 
wprowadzania i utrzymania systemów jakości w przemyśle cukrowniczym oraz zakresu i sposobu monitorowania procesu 
produkcji cukru, Sprawozdanie z pracy PW-25, Leszno 2009r.  
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MICROORGANISM EFFECT ON SUGARING PROCESS 
 

Andrzej Baryga, Bożenna Połeć 
 

Sugaring department of the Agricultural Biotechnology and Food Industry Institute, Poland 
e-mail: baryga@poczta.onet.pl 

 
Foods have a relatively short expiration date and can easily deteriorate due to various factors, including: 
- internal factors – a chemical composition, a degree of product hydration, pH, a microbial contamination, 
- external factors - temperature and humidity of the environment, a way of storage and transportation. 
Foods often create ideal conditions for microorganism growth and reproduction. A rate of reproduction, 

mobility and ability to anabiosis are basic properties, allowing microorganisms to master the environment quickly. 
The uncontrolled growth of microorganisms in foods leads to a change in their quality, that is, changes in taste, 
texture, reducing the expiration date and sometimes the complete depravity. This is often the reason for serious 
economic losses, primarily related to high compensations and complaints, and usually ends with withdrawing the 
product from market.  

In microbiological destruction of food the various micro flora is involved: bacteria, yeast, mold and pathogens 
[1]. The essence of the safe food production is to analyze all the dangers that can arise during production. The 
serious threat to the finished product is a technological process, the working environment and a man. In sugaring 
the particular attention should be paid to: 

- quality of raw materials coming to the sugar factories, 
- maintenance of the appropriate process production parameters, 
- sanitary condition of the machinery and equipment, 
- observance of the rules of hygiene, 
- prevention of the secondary microbial contamination. 

Sugar beet is raw materials 
The weather conditions during the sugar campaign largely determine the technological value of sugar beet. 

When at the beginning of the campaign the frosts followed by prolonged warming periods come, the beet 
damaged by the frost is an excellent medium for the microbial growth. It leads to the significant sugar losses 
caused by the microorganism metabolism, to the problems in the filtration and purification process of the juice. 
Bins of beet over the cutters, grain-collecting fullers under the cutters.  

The carriers of the mesophilic microorganisms can be the soil remains after cleaning and washing the raw 
materials. Also, during the movement of the masses, often the raw material remains are in the so-called "dead 
space", as a result in forming the microbial outbreaks. 
Fresh juice and pulp-press water  

The juice flowing from the extractor directly contacts with the nidus of infection, which leads to the growth of 
microorganisms in the fresh juice, as well as in the products of metabolism (invert, lactic acid). The greatest sugar 
losses caused by the bacterial activity are observed in the extractor on the final sections, as well as in the water 
returning to the extractor. 

About 95% of the total micro flora volume is Bacillus Stearothermophilus bacteria. During the recycle of pulp-
press water a very large number of bacteria in the active phase of reproduction with high biochemical activity get 
into the extractor. In addition, the factor promoting the development of thermophilic bacteria is a constant supply 
of fresh nutrient with cutting and the simultaneous outflow of metabolic products with the fresh juice and marc. 
Thus, the ideal conditions characterized by the intense growth of the biochemically active bacteria are formed for 
the continuous reproduction. [2]  

Due to the possibility of microbial infection it is desirable to control the process of production, storage, 
package and transportation of white sugar. When controlling the hot spots of production, a special attention 
should be paid to: 

- degree of the pulp-press water and fresh juice contamination; 
- sanitary conditions of machinery, equipment, walls and floors; 
- microbiological state of air under the centrifuges at packing, in the stock, in the air intakes for drying and 

cooling sugar; 
- hands of employees, packing sugar, as well as transport, which delivers products to customers. 

 
References: 
1. Baryga A., Połeć B., Kowalska M., Kacprzak E.: Monitorowanie zagrożeń mikrobiologicznych podczas procesu produkcji 

cukru białego, Oddział Cukrownictwa Instytutu Biotechnologii Przemysłu Rolno-Spożywczego, materiały konferencyjne 
Lwów 2012r. 

2. Baryga A., Sumińska T., Strębska-Zając J., Kowalska M.: Opracowanie i wydanie drukiem poradnika dotyczącego 
wprowadzania i utrzymania systemów jakości w przemyśle cukrowniczym oraz zakresu i sposobu monitorowania procesu 
produkcji cukru, Sprawozdanie z pracy PW-25, Leszno 2009r. 
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МНОГОФУНКЦИОНАЛЬНОСТЬ ОБОРУДОВАНИЯ КАК ПУТЬ К НОВЫМ ТЕХНОЛОГИЯМ  
ПОЛУЧЕНИЯ БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

 
1Чистовалов С.М., 2Чернов А.Н. 

 
1Федеральное государственное бюджетное учреждение науки  

Институт элементоорганических соединений им. А.Н.Несмеянова (ИНЭОС РАН), Москва, Россия 
2Национальный фармацевтический университет Украины (НФаУ), Харьков 

e-mail: sm53@ineos.ac.ru 
 

Разработка принципиально новых аппаратурных решений жизненно необходима для всех областей 
малотоннажной химии и, в первую очередь, для производства субстанций синтетических лекарственных 
средств. Создание многофункциональных химических реакторов, в которых не используется газовый 
теплоноситель, в рабочем объеме которых нет перемешивающих устройств и уплотнений, застойных и 
трудно промываемых зон, является одним из путей решения проблемы повышения качества и чистоты 
получаемого продукта, обеспечения рентабельности и экологической безопасности производств 
малотоннажной химии. Только такие многофункциональные реакторы дают возможность создания гибких 
химико-технологических систем (ГХТС), способных без перестроения и с высокой эффективностью 
производить широкую номенклатуру продуктов высокой степени чистоты. 

Мы разработали вибрационный многофункциональный аппарат, позволяющий проводить в едином 
реакционном объеме в любой  последовательности, без разгерметизации и контакта с окружающей 
средой практически все химико-технологические процессы: растворение, синтез, кристаллизацию, 
фильтрование, промывку, отгонку, кондуктивную сушку в виброкипящем слое, экстракцию, измельчение и 
др. Принципиальные отличия многофункционального реактора заключаются в способе подведения 
энергии для перемешивания перерабатываемых сред - в виде регулируемых низкочастотных 
гармонических колебаний, подводимых к рабочему объему извне. В рабочем объеме аппарата нет 
перемешивающих устройств и уплотнений. Рабочая камера автономная, легкосъемная, простейшей 
геометрической формы, без застойных и трудно промываемых зон. Сушка продукта осуществляется 
кондуктивным способом  в виброкипящем слое. Пары отводятся вакуумом через узел фильтрования, что 
исключает унос твердой фазы. Газовый теплоноситель не применяется. Конструкция аппарата исключает 
даже потенциальные источники примеси и загрязнение получаемого продукта,  обеспечивает  
гидродинамическое подобие протекания технологических процессов   и  их масштабирование для 
объемов рабочей камеры до 160 литров.  

На основании результатов испытаний в производственных условиях, проведенных при содействии 
ООО «Фармацевтическая фирма «Здоровье», была усовершенствована конструкция узла фиксации и 
переворота рабочей камеры [1], разработана конструкция пробоотборника, позволяющая отбирать пробы 
из рабочей камеры без остановки технологического процесса и разгерметизации рабочей камеры [2], 
найдено конструктивное решение узла фильтрования, которое дает возможность получать 
монодисперсную фракцию кристаллического продукта [3], решена проблема полной разгрузки аппарата по 
окончании процесса сушки [4]. Найдено конструктивное решение, позволяющее использовать в 
многофункциональном реакторе  сверхкритические технологии для получения микро- и наночастиц [5] . 
Кроме того, сотрудниками  НФаУ совместно со специалистами НТЦ «Нанотехнологии» проведены работы 
по созданию антикоррозионных универсальных комбинированных покрытий на основе пленок из 
тугоплавких металлов. Полученные экспериментальные результаты позволяют рекомендовать 
композиции сталь 12Х18Н10Т-Ni-W и сталь 12Х18Н10Т-Ni-Mo, которые принадлежат к классу «особо 
стойкий» как в кислых, так и щелочных средах, для изготовления контактных поверхностей 
многофункционального оборудования. Исследование влияния реакционных сред на эти материалы 
доказали полную химическую инертность последних. Многофункциональность оборудования является 
альтернативой блочно-модульным системам, обеспечивает возможность построения ГХТС для 
малотоннажной химии и реализации новых технологий получения биологически активных веществ 

Областью практического применения вибрационных многофункциональных аппаратов могут являться 
практичеки все группы продуктов производств малотоннажной химии: в первую очередь, производство 
наиболее сложных в технологии изготовления гормональных, эндокринных, противоопухолевых и др. 
субстанций синтетических лекарственных средств, а также – химические реактивы и особо чистые 
вещества, органичесие красители и полупродукты, стабилизаторы, антипирены, токсичные, особо опасные 
и отравляющие вещества. Общее количество продуктов этих групп превышает 50000 наименований, 
большинство из них в России не производится и импортируется из-за рубежа. Разработка защищена 
патентами РФ. 

 

Литература: 
1. Патент РФ №  2290245, 2006 
2. Патент РФ №  2293594, 2007 
3. Патент РФ №  2287354, 2006 
4. Патент РФ №  2340382, 2008 
5. Патент РФ №  2367495, 2009   
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MULTIFUNCTIONALITY AS A WAY TO NEW TECHNOLOGIES FOR PRODUCTION  
OF BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES 
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The development of new apparatus is vital for all fields of fine chemical and first of all for production of 

synthetic drugs. Create of multifunctional chemical reactors, which do not use a gas coolant, the working 
volume of which does not have any mixing devices and seals, stagnant and hard washable areas is one on 
the ways to improving the quality and purity of the product, ensuring cost-effectiveness and environmental 
safety of fine chemical production. Only the multifunctional reactors provide an opportunity to create the 
flexible chemical technological system (FCTS), which provides carrying out of processes of thin organic 
synthesis of any complexity without rebuilding and with high efficiency and purity. 

We have developed the vibrating multipurpose device that allows to carry out in one reaction volume,  in 
any order, without depressurization and contact with the environment almost all chemical processes, namely: 
dissolution, synthesis, crystallization, filtration, washing, distillation, conductive drying in vibroboiling layer, 
extraction, grinding and others. The basic difference of such apparatus is in the method of summing up the 
external energy in the multi-reactor for stirring - in the form of controlled low-frequency harmonic vibrations to 
the working volume from outside. There is no mixing devices and seals in the working volume of the machine. 
Working chamber is autonomous, easily removable, simple geometric form, without stagnant and difficult 
washable zones. Drying the product is carried out by conductive way in vibroboiling layer. Vapor mass 
evacuated via a vacuum filtration unit, which eliminates carryover of solid phase. Gas heat carrier does not 
apply. Unit construction eliminates even the potential sources of impurities and contamination of the product 
obtained, provides hydrodynamic similarity of the processes and their scaling to the volume of the chamber up 
to 160 liters.  

On the basis of the test results in production conditions, facilitated by Ltd "Pharmaceutical Company" 
Health ", the  construction of fixing unit and the coup of working chamber  has been improved [1], a design 
sampler that allows to take samples from the chamber without stopping the process and depressurizing the 
chamber were developed [2], the constructive solution of filtering unit was found, which allows to obtain 
monodisperse fraction of the crystalline product [3], the problem of full unloading apparatus after the end of 
drying was solved [4]. We have found a constructive solution to be used in a multipurpose reactor supercritical 
technology for micro-and nano-particles [5]. In addition, Pharmaceutical University of Ukraine together with 
experts of the Center "Nanotechnology” developed the combined universal anticorrosive coatings based on 
films of high-melting metals. The experimental results allow us to recommend the composition steel 
12X18H10T-Ni-W and steel 12X18H10T-Ni-Mo, which belong to a class of "especially resistant " as in acidic 
and alkaline conditions, to make contact surfaces of multifunctional equipment. Investigation of influence of 
the reaction medium on materials proved their chemical inertness. Multifunctionality of equipment is the 
alternative of a modular system, it provides the possibility of building FCTS for small-scale chemistry and 
realization of new technologies to produce biologically active substances. 

The results of the given work can be applied for almost all groups of products of small-tonnage chemistry: 
first of all, the production of the most sophisticated technology in the manufacture of hormonal, endocrine and 
antitumor and other substances of synthetic medical drugs, as well as - chemicals and high-pure chemicals, 
organic colorants and semiproducts, stabilizers, flame retardants, toxic, highly dangerous and toxic 
substances. The total number of these product groups exceeds 50 000 items, most of them are not produced 
in Russia and imported from abroad. The development is patented in the Russian Federation. 
 
References:  
1. Patent RF# 2290245, 2006 
2. Patent RF# 2293594, 2007 
3. Patent RF# 2287354, 2006 
4. Patent RF# 2340382, 2008 
5. Patent RF# 2367495, 2009 
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ПОЛУЧЕНИЕ НОВЫХ ПРЕПАРАТОВ, СОДЕРЖАЩИХ СЕЛЕН И ГЕРМАНИЙ,  
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2Молдавский Государственный Университет, Кишинев, Молдова 
e-mail: djurlana@hotmail.com 

 
В последнее время все большее внимание исследователей привлекают микроводоросли, в частности 

цианобактерии, в качестве потенциального источника биоактивных веществ, с целью дальнейшего  их 
использования для получения новых  пищевых добавок и фармацевтических препаратов. Одним  из 
самых перспективных организмов среди них является цианобактерия Spirulina platensis. Биомасса  
спирулины легко усвояема, содержит  большое количество  белка и другие биологически активные 
вещества.  

Путем направленного синтеза можно улучшить качество ее биомассы, изменив состав среды для 
культивирования, добавляя соединения не входящие в нее. Особый интерес представляет включение 
некоторых микроэлементов, в частности селена и германия в состав питательной среды. Оба этих 
микроэлемента не входят в состав обычных сред, хотя играют очень важную роль.  

Германий обладает такими важными биологическими свойствами как способностью обеспечивать 
перенос кислорода в тканях организма; повышать иммунный статус организма; проявлять 
противоопухолевую активность и др. Селен повышает иммунитет, является сильным антиоксидантом, 
снижает риск развития сердечнососудистых заболеваний, обладает сильным противоопухолевым 
эффектом, входит в состав большинства гормонов, ферментов и некоторых белков, стимулирует 
обменные процессы в организме, стабилизирует работу нервной системы и др. Но неорганические 
соединения этих элементов весьма токсичны, поэтому важно найти источники германия и селена 
природного происхождения. Спирулина обладает способностью конвертировать неорганические вещества 
в органические. 

Путем культивирования спирулины в присутствии неорганического соединения GeSe2, была получена  
биомасса спирулины, обогащенная  селеном и германием. На основе этой биомассы нами были 
разработаны две технологии получения новых селен и германий содержащих препаратов. 

Технология получения первого препарата состоит из этапов культивирования спирулины, фильтрации, 
удаления солей раствором ацетата аммония 1,5% и дистиллированной водой, отделение биомассы с 
прогнозируемым содержанием биоактивных веществ, германия и селена, лиофилизация ее,  
гомогенизации порошка, его взвешивания и капсулирования, а также его упаковки, этикетирования, 
маркировки. Препарат представляет собой порошок или порошкообразную массу со специфическим 
запахом сине-зеленого цвета.Содержание в препарате селена (88-92мг%) и германий (47-52мг%). 

Технологические этапы получения  второго биопрепарата включают в себя: культивирование 
спирулины, фильтрацию, удаление солей раствором ацетата аммония 1,5% и дистиллированной водой, 
отделение биомассы с прогнозируемым содержанием биоактивных веществ, германия и селена, 
экстракцию, фракционирование, стандартизицию по активному веществу, этикетирование,  а также 
осуществление контроля качества. Препарат представляет экстракт из аминокислот и пептидов,  и 
содержит германий (22-25мг%) и селен (22-23мг%). 

Оба препарата, полученные на основе биомассы спирулины, в качестве источников селена и германия 
природного происхождения, могут быть использованы для предупреждения  возникновения и лечения 
опухолей, поднятия иммунитета, лечения вирусных инфекций и др.  
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Recently, much more attention of researchers attracted microalgae, in particular cyanobacteria, as a potential 

source of biologically active substances, in order to further their use for the production of new food additives and 
pharmaceuticals. One of the most promising organisms is cyanobacterium Spirulina platensis. Spirulina biomass 
is easy digestible, contains large amounts of protein and other biologically active substances. 
By direct synthesis could be improved the quality of its biomass, changed the culture medium composition, 
adding come substances which normally are not included in it. Of particular interest is the including of some trace 
elements, particularly selenium and germanium in the nutrient medium. Both of these trace elements are not 
included in conventional media, but play a very important role. 
 Germanium has such important biological properties as the ability to transfer oxygen to the tissues of the 
body, to improve the organism immune statute, antitumor activity, etc. Selenium improves the immune system, is 
a powerful antioxidant that reduces the risk of cardiovascular diseases, has strong anti-tumor effect, is a part of 
most hormones, enzymes and some proteins, stimulates metabolic processes in the body, stabilizes the nervous 
system activity, etc. However, inorganic compounds of these elements are highly toxic, so it is important to find 
sources of germanium and selenium of natural origin. Spirulina has the ability to convert inorganic substances into 
organic ones. 

By cultivation of Spirulina in the presence of inorganic compound GeSe2, was obtained spirulina biomass 
enriched with selenium and germanium. On the basis of the biomass we have developed two new technologies 
for selenium and germanium-containing medicines. 

Technology for producing the first biological product has some stages: spirulina cultivation, filtration, 
desalination using ammonium acetate 1.5% solution, separation of biomass with prognosed content of bioactive 
compounds, germanium and selenium, its lyophilization, powder homogenization, weighing and its encapsulation, 
packaging, labeling and marking. The obtained preparation is a powder or powder mass, with specific odor, of 
blue-green color. The content of selenium in the product is 88-92mg% and of germanium 47-52mg%. 

Technological stages of obtaining the second biological product include: spirulina cultivation, filtration, and 
removal of salts solution with ammonium acetate 1.5%, separation of biomass with prognosed content of 
bioactive compounds, germanium and selenium, extraction, fractionation, standardization by the active 
substances content, labeling, and the implementation of quality control. The medicine is an extract of the amino 
acids and peptides, and contains germanium (22-25mg%) and selenium (22-23mg%). 

Both biological products are derived from spirulina biomass as a source of selenium and germanium of natural 
origin, could be used to prevent the occurrence and treatment of tumors, raising immunity, treatment of viral 
infections, etc. 
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УВЕЛИЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗЫ У ДРОЖЖЕЙ КАК ОТВЕТНАЯ РЕАКЦИЯ НА 
ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС 
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Важную роль в нейтрализации последствий окислительного стресса  выполняет фермент 

супероксиддисмутаза (СОД) [1-2]. Этот антиоксидантный фермент служит первой линией защиты от 
воздействия свободных радикалов. Недавние исследования выявили, что дрожжи Saccharomyces 
представляют собой ценный объект для изучения окислительного стресса. Использование Saccharomyces 
cerevisiae в качестве источника супероксиддисмутазы представляет перспективу для дальнейших 
исследований [3]. Преимуществами данных штаммов являются: высокая скорость роста, небольшой 
период развития (4-5 дней), относительно низкая цена компонентов питательных сред. Кроме того, 
использование дрожжей в качестве источника СОД исключает возможность применения животного 
материала (эритроциты бычьей крови), что значительно снижает риск получения инфицированных 
белковых экстрактов.  

Представляет интерес применение некоторых оксидантов в качестве регуляторов энзиматической 
активности дрожжей. Свойство менадиона и пероксида водорода способствовать развитию 
окислительного стресса может быть использовано для увеличения активности СОД [4-5]. Результаты 
влияния пероксида водорода и менадиона на активность супероксиддисмутазы у штамма дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-11 представлены на рис.1. 

 
Рис. 1. Влияние пероксида водорода и менадиона на активность супероксиддисмутазы  

у дрожжей Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-11 
 

Было установлено, что оба фактора оказывают стимулирующее действие на активность 
супероксиддисмутазы у данного штамма дрожжей. Как видно по графику, максимальное увеличение 
активности СОД на 154 и 135%, соответственно, по сравнению с контролем, было достигнуто при 
использовании пероксида водорода и менадиона в оптимальной концентрации 15 mM. Образование 
свободных радикалов может быть предотвращено с помощью антиоксидантных ферментов. Результаты 
данного исследования демонстрируют, что пероксид водорода и менадион могут служить факторами, 
индуцирующими окислительный стресс. Увеличение активности супероксиддисмутазы может являться 
ответной реакцией на увеличение числа свободных радикалов. Биомасса дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae CNMN-Y-11 с высокой активностью СОД может быть рекомендована для получения 
антиоксидантных препаратов белкового происхождения, направленных на нейтрализацию негативных 
последствий окислительного стресса с дальнейшим применением в области медицины, пищевой 
промышленности и косметологии.  

Работа выполнена  в рамках проекта для молодых ученых 12.819.18.08 A, финансируемого ВСНТР 
Академии Наук Молдовы 
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Enzyme superoxide dismutase (SOD) has the special role in the neutralization of negative impact of oxidative 
stress [1-2]. This antioxidant enzyme serves as primary line of defense in destroying free radicals. Recent studies 
have demonstrated the importance of Saccharomyces yeast as eukaryotic model for the study of mechanisms of 
oxidative stress. The utilization of Saccharomyces cerevisiae as the source superoxide dismutase presents the 
perspective for futher investigation [3]. The advantages of Saccharomyces yeast strains are high grown rate, a 
short period of cultivation (4-5 days), the relatively low price of the components of nutrient medium. In addition, 
there is no need to use the biological material of animal origin for SOD obtaining that significantly reduces 
production costs and reduces the risk of obtaining of infected extracts in the case of utilization of bovine 
erythrocytes. 

In this context presents interest the utilization of some oxidant factors as regulators of enzymatic activity of 
yeasts. The capacity of menadione and hydrogen peroxide to promote oxidative stress can be used for the 
increase in SOD activity. Recent investigation have revealed that hydrogen peroxide and menadione has the 
potential to cause widespread cellular damage [4-5]. In this research the influence of hydrogen peroxide and 
menadione on SOD activity at Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-11 was investigated (fig.1). 
 

 
 

Fig.1. The influence of hydrogen peroxide and menadione at superoxide dismutase activity  
in Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-11 yeast strain 

 

It was established that both hydrogen peroxide and menadione have beneficial effect on superoxide 
dismutase activity in Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-11. As can be seen from this figure, maximum increase 
of SOD activity with 154 and 135%, respectively, compared to the reference sample was established in the case 
of hydrogen peroxide and menadione utilization in optimal concentrations of 15 mM.The formation of ROS can be 
prevented by increased synthesis of antioxidants, particularly antioxidant enzymes. The results of the present 
study suggest that both hydrogen peroxide and menadione can serve as oxidative stress - provoking factors. The 
increase in superoxide dismutase activity may represent an adaptive stress response to the enhanced oxidative 
damage. The obtained biomass of Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-11 yeast strain with high SOD activity 
could be recommended for the obtaining of new antioxidant preparations of proteic nature which are intended to 
neutralize the oxidative stress with the following application in the field of medicine, food industry and cosmetics. 

 

This research was effectuated under the project for young researchers 12.819.18.08 A, financed by SCSTD of Academy of 
Sciences of Moldova 
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Проблема злокачественных новообразований является одной из самых актуальных для человечества. 
Низкая эффективность существующей терапии обусловливает необходимость поиска и разработки новых 
эффективных противоопухолевых препаратов. Важнейший современный подход при создании новых 
противоопухолевых лекарств основан на идентификации молекулярных мишеней, специфических для 
раковой клетки, и направленном поиске ингибиторов этих мишеней, что должно обеспечить более 
эффективную селективную (менее токсичную) терапию опухолей [1]. Некоторые из антибиотиков 
феназинового ряда обладают противоопухолевой активностью и действуют на молекулярном уровне, 
вызывая повреждения ДНК путем интеркаляции между парами азотистых оснований, а также нарушением 
вторичной спирализации ДНК за счет взаимодействий с топоизомеразой II. Например, бис(феназин-1-
карбоксиамид) оказывает ингибирующее действие на раковые клетки человека (Р388 лейкемии, легочной 
карциномы), XR5944 – соединение феназинового ряда – подавляет развитие рака груди и т.д. 

В настоящей работе описан синтез бактериями Pseudomonas aurantiaca B-162/498 антибиотика 
феназина и охарактеризована его способность подавлять рост клеток глиомы человека. 

Культуру P. aurantiaca B-162/498 культивировали при 28ºC в темноте с аэрацией в течение 48 ч в 
среде, содержащей Difco пептон (2%), NaCl (0,5%), KNO3 (0,1%), фруктозу (2%). Выделение антибиотиков 
феназинового ряда из культуральной жидкости бактерий осуществляли по схеме, предложенной M.Levitch 
и E.Stadtman [2]. Идентификацию феназиновых соединений осуществляли с помощью жидкостного 
хроматографа с масс-спектрометрическим детектором LCMS-QP8000α (“Shimadzu” Japan).  

Бактериальный штамм P. aurantiaca B-162/498, используемый в настоящей работе, был получен путем 
химического мутагенеза и последующего отбора на устойчивость к токсическому аналогу метаболитов 
ароматического пути 6-диазо-5-оксо-L-норлейцину [3]. Было установлено, что феназиновый комплекс 
изучаемых бактерий представлен феназином (1), 1-оксифеназином (2) и их общим предшественником 
феназин-1,6-дикарбоксилатом (3) [4]. Уровень синтеза феназинов клетками бактерий P. aurantiaca B-
162/498 достигает 205,32±1,91 мкг/мл. 

В экспериментах in vitro использовали перевиваемую линию клеток U-251 MG – глиомы человека. 
Линия клеток имеет следующие характеристики: количество полиплоидов – 1,4%, кариология: 2n=46, 
предел изменчивости 39–52 хромосом, модальное число хромосом 48, 50; канцерогенна.  

Для изучения цитотоксического эффекта исследуемых образцов  и времени его проявления в 
динамике роста культуры клеток глиомы человека U-251 MG в питательную среду вносили препарат 
антибиотика в концентрациях 0,625–10 мкг/мл. Проводили подсчет живых клеток через 24, 48 и 72 ч после 
внесения феназина и исследовали особенности морфологии клеток. Установлено, что феназин, 
выделенный из культуральной жидкости бактерий P. aurantiaca В-162/498, обладает выраженным 
цитотоксическим действием по отношению к клеткам глиомы человека U-251: гибель 100% клеток 
наблюдалась при концентрации антибиотика 8,75 мкг/мл (IC50 2,2 мкг/мл). 

Также была исследована динамика развития токсического эффекта феназина в отношении клеток 
глиомы человека. Через 24 ч после внесения препарата в культуры не выявлено выраженных изменений в 
морфологии клеток, рисунке монослоя по сравнению с контрольной культурой, в питательную среду 
которой не вносили препарат антибиотика. Цитотоксический эффект феназина проявился через 48 ч и 
выражался в вакуолизации клеток, отслоении части клеток от поверхности флакона. Через 72 ч инкубации 
клеток с антибиотиком степень выраженности цитотоксического эффекта препарата увеличилась: 
феназин в дозе 10 мкг/мл вызывал полную цитодеструкцию монослоя клеток. 

 
Антибиотик феназин, выделенный из культуральной жидкости P. aurantiaca B-162/498, способен 

оказывать цитотоксический эффект в отношении клеток глиомы человека линии U-251 MG. 
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The problem of cancer is one of the most vital to humanity. The low efficiency of the existing therapies 

determinates the necessity of new effective anticancer drug search and development. The most important 
modern approach to new anti-cancer drugs development is based on the identification of molecular targets, 
which are specific for cancer cells, and on pointed search of these targets` inhibitors. This approach should 
ensure more efficient and selective (less toxic) therapy of tumors [1]. Some of the phenazine antibiotics have 
antitumor effect and function at the molecular level causing damage to DNA by intercalation between basic 
nitrogen pairs and an damaging DNA secondary structure by interacting with topoisomerase II. For example, 
bis(phenazine-1-carboxyamide) inhibits the growth of cancer cells (P388 leukemia, lung carcinoma), XR5944 - 
phenazine compound - suppresses the development of breast cancer, etc. 

In this paper we described the synthesis of phenazine antibiotic by Pseudomonas aurantiaca B-162/498 
bacteria and characterized its ability to inhibit the growth of human glioma cells. 

P.aurantiaca B-162/498 bacteria were grown in 3 L of “production” medium: Difco peptone, 2 %; glycerol, 
1 %; NaCl, 0.5 %; KNO3, 0.1 %; tap water; pH 7.2 (72 h, 28 °C). Isolation of bacterial phenazine antibiotics 
from the culture medium was carried out according to a scheme proposed by M. Levitch and E. Stadtman [2]. 
Identification of phenazine compounds was performed using liquid chromatography with mass spectrometric 
detection LCMS-QP8000α ("Shimadzu" Japan). 

P. aurantiaca B-162/498 strain was obtained by N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NG)-induced 
mutagenesis with subsequent selection for resistance to toxic amino acid analogues - 6-Diazo-5-oxo-L-
norleucine [3]. The phenazine complex synthesized by P. aurantiaca B-162/498 includes phenazine (1), 1-
hydroxy-phenzine (2) and their common precursor phenazine-1,6-dicarboxylate (3) [4]. The yield of phenazine 
antibiotic was 205.32±1.91 mg/L. 

During in vitro experiments we used U-251 MG cell line - human gliomas. The cell line has the following 
characteristics: the number of polyploid cells – 1.4%, karyology: 2n = 46, variability 39-52 chromosomes, 
modal number of chromosomes 48, 50, carcinogenic. 

In order to study the phenazine`s cytotoxic effect on U-251 MG human glioma cells and the time of its 
manifestation, phenazine antibiotic (concentration 0.625-10 mg / ml) was added to the culture medium. Alive 
cells were counted in 24, 48 и 72 hours after phenazine applying. Characteristic properties of cell morphology 
were described. Phenazine synthesized by P. aurantiaca В-162/498 bacteria was shown to posses 
pronounced cytotoxic effect on U-251 MG human glioma cells: the destruction of 100 % of cells occurred 
when the concentration of phenazine was 8.75 µg / ml (IC50 2.2 µg / ml). 

Dynamics of phenazine toxic effect on human glioma cells was also investigated. Morphology of cells and 
structure of monolayer were not detected in 24 hours. The cytotoxic effect of phenazine emerged in 48 hours 
and was expressed as cells vacuolization and detachment of cells from the surface of the bottle. Cytotoxic 
effect increased in 72 hours: 10 µg / ml of phenazine caused full cytodestruction of cells monolayer. 

 
Phenazine antibiotic synthesized by P. aurantiaca В-162/498 was shown to inhibit U-251 MG human 

glioma cells. 
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Certain plants synthesize chemical compounds that are toxic, if taken beyond a certain limit but become of 

high therapeutic value if taken in limited doses. Ricinus communis Linn. is a native to India and Eastern Africa. 
One of the active principles from the seed of Ricinus communis Linn possesses antigenic or immunizing action; 
when administered in small doses and produces an antitoxin analogous against bacteria in the body. Protein toxin 
such as ricin is among the most potent cell killing agent. The present research was focused to conduct the 
exhaustive study on all the active principles of the seeds of plant and to establish their therapeutic significance. 
Suitable protocols were developed for efficient extraction of therapeutically significant materials from the seeds, 
their characterization with help of chromatographic (TLC, HPTLC, HPLC, GCMS, LCMS/MS) and spectroscopic 
techniques (UV-Vis, NMR etc.). Isolation and Characterization of protein complexes was also done by using SDS-
PAGE. For the first time, 7 molecular spiciest, in the alkaloid fraction, were identified that were extracted from the 
defatted seeds of plant by API 3000 LC/MS/MS System. The proposed compound name, according to observed 
mass is, Arctigenin a lignin, found in certain plants of the Asteraceae, including the Greater burdock (Arctium 
lappa). Extracted active principles in the water, extracted from the defatted seeds of plant have specific and 
selective cellular property. These were non toxic at the dose of 0.1mg/100 mg of body weight in rabbits and 
shown heptocellular activity. Specific targeting destroying capacity and unusual intercellular trafficking property of 
the molecules could be used as chemotherapy and chemo-immuno therapy drugs and new drug delivery 
systems. It has also shown anti-viral and anti-cancer effects. Awale et. al., (2006) identified the Arctigenin as an 
anti-tumor agent which have the ability to eliminate the tolerance of Cancer Cells to Nutrient Starvation. Apart 
from castor oil production, the molecules also have various therapeutic, cosmetic and commercial usages. 
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Peptides based supramolecular nanostructures have emerged as a powerful approach for fabricating 

novel nanomaterials through non-covalent interactions1,2. These peptides and peptide-derived conjugates 
offer novel scaffolds for convenient  designing of various biomimetic materials. Self-assembling peptides are 
capable of constructing well-ordered supramolecular architectures like fibers, tube, sheet, sphere and 
assemble into hydrogels also. Stability of peptide based nanostructures against different physical, chemical 
and biochemical conditions is required to exploit them as biomolecular entities. In order to assess stability, 
self-assembling peptides containing α, β-dehydrophenylalanine (∆-phe) have shown stability at a broader 
range of pH as well as against proteases. It incorporates rigidity to the structure due to double bond between 
α-carbon and β-carbon, increases hydrobhobicity also. ∆-phe containing small peptides usually self-
assembled to form nanostructures through extensive π- π stacking3. These peptides showed higher 
propensity of loading bioactive molecules and sustain release from hydrogels. Due to its hydrophobic nature 
these peptides also showed antimicrobial activity by cell wall penetration. Aqueous solubility concern of these 
nanostructures is required to exploit to use these systems for biological 
applications. 

 
 
We have designed a series of small glyco-dehydropeptides containing amphiphilic group linked with a alkyl 

chain of six carbon atoms to dipeptide2. These peptides were synthesized using solution phase chemistry, 
purified by RP-HPLC and characterized by 1H NMR, mass spectroscopy. Nanostructures were formed in 10% 
methanol and characterized by DLS, AFM and TEM. Their loading studies was carried by entrapment of some 
hydrophobic molecule. Further loaded nanostructures were observed under confocal microscope and TEM 
imaging. Interaction of amphiphilic peptides with hydrophobic molecules were studied with circular dichroism 
spectroscopy and fluorescence quenching of eosin. Deprotected peptides were evaluated for antimicrobial 
activity against different strains as cationic moieties are the primary requisites for interaction with cellular 
mambranes.      
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Губки (тип Porifera) — сидячие фильтраторы, аккумулирующие в своём теле большое разнообразие 

микроорганизмов. В отличие от морских представителей, способность микробных сообществ 
пресноводных губок  продуцировать различные биологически-активные компоненты, к настоящему 
времени является крайне малоизученной. В то же время, пресноводные губки насчитывают более 150 
видов, населяющих многочисленные места обитания (озера, реки, ручьи, водные резервуары и пр.). 

В настоящей работе в метагеномном сообществе эндемичной пресноводной губки Lubomirskia 
baicalensis было исследовано разннообразие генов поликетидсинтаз (PKS), участвующих в биосинтезе 
вторичных метаболитов. Образцы губок были собраны с помощью водолазной техники с глубины 10-15 м. 
в юго-западной части оз.Байкал в ходе экспедиционных работ в феврале 2009 г. (LB-2009) и апреле 2010 
г. (LB-2010). В наших предыдущих исследованиях [1] с помощью скрининга клонотеки 16S рРНК мы 
показали наличие в микробном сообществе L. baicalensis шести бактериальных фил: Actinobacteria, 
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Cyanobacteria, и Nitrospirae. В данном исследовании, 
используя в качестве матрицы метагеномныую ДНК губки, мы амплифицировали фрагмент кетосинтазного 
домена PKS с использованием вырожденных праймеров DK-F и DK-R [2]. Клонирование и секвенирование 
продуктов ПЦР выявило присутствие в образце LB-2009 15 фрагментов генов PKS (идентичных между 
собой по аминокислотным последовательностям на 35-65% ) и 20 фрагментов — из образца  LB-2010 
(гомологичных на 27-90%). Все фрагменты PKS проявляли 50-85% идентичности с ближайшими 
гомологами из базы данных GenBank. BlastX анализ показал, что последовательности, полученные из 
образца 2009 года были родственны KS-доменам PKS, известных для различных групп микроорганизмов: 
alpha-, beta-, delta-Proteobacteria (Myxococcales), Verrucomicrobia, Cyanobacteria, а также 
некультивируетмых бактерий (включая симбионтов губки Discodermia dissoluta) и эукариотических 
представителей отдела Chlorophyta [3]. Интересно, что большинство KS-фрагментов из образца 2010 года 
проявляли гомологию (43-70%) с генами PKS разнообразных некультивируемых пресноводных и морских 
цианобактерий и цианобактериальных штаммов (Nostoc punctiforme, Microcoleus chthonoplastes, 
Crocosphaera  watsonii, Scytonema hofmanni, Planctotrix rubescence, Lyngbya majuscula, Microcystis 
aeruginosa, Anabaena variabilis, Synechococcus sp., Symploca sp.). Кроме того, среди гомологичных 
последовательностей также присутствовали гены delta-Proteobacteria (Myxococcus fulvus, Stigmatella 
aurantiaca, Haliangium tepidum, Chondromyces crocatus, Sorangium cellulosum), beta-Proteobacteria 
(Hydrogenophaga sp.), эукариотичкских Alveolata (Neospora caninum, Toxoplasma gondii) и Choanoflagellata 
(Salpingoeca sp.) 

При анализе клонотек двух обазцов были выявлены последовательности KS-доменов, родственных 
генам, участвующим в биосинтезе известных метаболитов: курацина (curI; curM; ингибитор клеточного 
деления), мелитиазола (melF; ингибитор электронного транспорта), стигмателлина (stiB, stiC; stiG; 
ингибитор электронного транспорта), криптофицина (crpB; антиканцерный агент), ностофицина (npnB; 
npnA; цитотоксин), эпотиалона (epoE; epoD; цитотоксин), ямайкамида (jamK; jamJ; нейротоксин), 
микроцистина (mcyD; бактериальный токсин), микрогинин-аминопептидазы (micA), эритритол-киназы 
(eryA). Сравнительно низкий процент гомологии выявленных фрагментов (42-63%) с 
последовательностями, опубликованными в GenBank, может свидетельствовать о присутствии новых 
групп PKS в пресноводных сообществах губок, и, следовательно, о потенциальной способности 
микроорганизмов, ассоциированных с губками Баайкала, продуцировать новые биологически-активные 
метаболиты. 

 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ № 11-04-00323-а.  
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MOLECULAR-BIOLOGICAL APPROACHES TO STUDY BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF MICROBIAL 
ASSOCIATIONS OF THE BAIKALIAN SPONGE  

 
Kaluzhnaya O.V., Itskovich V.B., Belykh O.I. 

 
Limnological Institute of SB RAS, Irkutsk, Russia 

e-mail: oksana@lin.irk.ru 

 
Sponges (phylum Porifera) – the filter feeders, accumulates in there body a variety of microorganisms. Unlike 

the marine sponges, diversity of microbial communities of freshwater sponges as well as their ability to produce 
different bioactive compounds currently is poorly investigated. At the same time, freshwater sponges are 
represented by more than 150 species inhabiting the various freshwater bodies (lakes, rivers, brooks, bays, 
reservoirs, etc.).  

In present work the diversity of polyketide synthase (PKS) gene involved in secondary metabolite 
biosyntheses were studed in metagenomic community of endemic freshwater sponge Lubomirskia baicalensis. 
Samples of sponges were collected by SCUBA divers from a depth of 10–15 m at the southwestern coast of Lake 
Baikal during expeditions in February, 2009 (LB-2009) and April, 2010 (LB-2010). Previously [1] we demonstrated 
the occurrence of six bacterial phyla in microbial community of L. baicalensis: Actinobacteria, Proteobacteria, 
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Cyanobacteria, and Nitrospirae by screening of 16S rRNA clone library. In this 
study we amplified the fragment of the ketosynthase domain of PKS with degenerate primers DK-F and DK-R [2] 
using sponge metagenomic DNA as template. Cloning and sequencing of PCR-products has revealed 15 
fragments of PKS genes from the LB-2009 sample (with 35-65% identities of virtually translated amino acid 
sequences) and 20 – from the LB-2010 sample (27-90% identity). All PKS fragments showed varying identity (50-
82%) to their closest matches in GenBank. A BlastX analysis revealed that sequences received from the sample 
LB-2009 were related to KS-domains of PKS identified for various groups of microorganisms: alpha-, beta-, delta-
Proteobacteria (Myxococcales), Verrucomicrobia, Cyanobacteria, uncultured bacteria (including symbionts of 
sponge Discodermia dissoluta) and eukaryotic Chlorophyta [3]. Interestingly that the majority of KS-fragments 
obtained from the sample LB-2010 showed homology (43-70% identity) with PKS-genes from different uncultured 
freshwater and marine cyanobacteria and cyanobacterial strain (Nostoc punctiforme, Microcoleus chthonoplastes, 
Crocosphaera  watsonii, Scytonema hofmanni, Planctotrix rubescence, Lyngbya majuscula, Microcystis 
aeruginosa, Anabaena variabilis, Synechococcus sp.,  Symploca sp.). At the same time PKS-related genes from 
delta-Proteobacteria (Myxococcus fulvus, Stigmatella aurantiaca, Haliangium tepidum, Chondromyces crocatus, 
Sorangium cellulosum), beta-Proteobacteria (Hydrogenophaga sp.), eukaryotic Alveolata (Neospora caninum, 
Toxoplasma gondii) and Choanoflagellata (Salpingoeca sp.) are also present among the homologous sequences.  

Several KS-domains from two clone libraries were related (with 42-63% identity) to genes involved in 
biosynthesis of known metabolites: curacin (curI; curM; antitubulin natural product), melithiazol (melF; electron 
transport inhibitor), stigmatellin (stiB; stiC; stiG; electron transport inhibitor), cryptophycin (crpB; anticancer agent), 
nostophycin (npnB; npnA; cytotoxin), epothilone (epoE; epoD; cytotoxic agent), jamaicamide (jamK; jamJ; 
neurotoxin), microcystin (mcyD; bacterial toxin), microginins-aminopeptidase (micA), erythritol kinase (eryA). The 
low homology percent of these sequences with published in GenBank confirm the presence of novel group of 
PKS ketosynthase domains in freshwater sponge community and, therefore potential ability of microorganisms 
associated with Baikalian sponges to produce the novel bioactive compounds. 

 
The study was funded by grant RFBR № 11-04-00323-а.  
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Масштабы использования каталитических процессов в хозяйственной деятельности увеличиваются с 

каждым годом. Особый интерес вызывают каталитические технологии в сфере водоочистки растущих 
мегаполисов, способные обеспечить переход к условиям энергосбережения, эксплуатации минимальных 
земельных площадей, применению высокого уровня автоматизации, использованию низких 
эксплуатационных затрат и др.  

Для интенсификации процессов окисления органических соединений и удаления биогенных элементов 
из городских сточных вод была предложена биокаталитическая технология, основанная на 
взаимодействии микроорганизмов активного ила с загрязнениями в присутствии гетерогенных 
катализаторов серии «КАТАН – III» с использованием металлоорганических комплексов переменной 
валентности в качестве активной основы и полиэтилена в качестве носителя (НПО «Катализ»). 
Катализаторы в виде сетчатых объемных блоков размещали в шахматном порядке на специально 
изготовленных стеллажах из нержавеющей стали, пропуская максимальный поток сточных вод через 
поверхность катализатора.  

Экспериментально было доказано, что при применении гетерогенного металлокомплексного 
катализатора в водной среде достигались два результата. Во-первых, обеспечивался ион-радикальный 
механизм процессов окисления за счет повышение концентраций молекулярного О2, и атомарного 
кислорода в виде ион-радикалов О2- и О2

-, О2
2-. Во-вторых, улучшалась ферментативная активность 

микроорганизмов активного ила, т.к. кислород с поверхности участвовал в их клеточном дыхании. В итоге 
обеспечивались более высокие скорости и глубокое протекание процессов обезвреживания сточных вод. 

Применение данной технологии позволило исключить недостатки традиционной биологической 
очистки: повысить эффективность удаления загрязняющих веществ, снизить энергопотребление, 
улучшить седиментационные характеристики активного ила, снизить концентрации активного ила, а также 
нивелировать повышение концентраций загрязняющих веществ при имитации залповых сбросов и 
изменении качества сточных вод.  
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MIXTURE TREATMENT FACILITIES 
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The use of catalytic processes in economic activity is increasing every year. Of particular interest is the 
catalytic technologies in water treatment growing cities that can make the transition to the terms of energy 
saving, use of minimum land area, the use of a high level of automation, the use of low running costs, etc. 

To intensify the oxidation of organic compounds and nutrients removal from municipal wastewater has 
been proposed biocatalytic technology, based on the interaction of microorganisms with sludge contamination 
in the presence of heterogeneous catalysts, a series of "Catan - III» using organometallic complexes of 
variable valence in an active base and polyethylene as a carrier (NGO "Catalysis"). Catalysts in the form of 
three-dimensional mesh block checker on a specially made stainless steel shelves, letting the maximum 
wastewater flow through the surface of the catalyst. 

It was experimentally proved that the application of heterogeneous metal complex catalysts in water 
achieved two results. First, provide an ion-radical mechanism of oxidation by increasing concentrations of 
molecular O2 and atomic oxygen in the form of ion radicals O2

 and O2, O2
2-. Secondly, the improved 

enzymatic activity of activated sludge microorganisms, as oxygen from the surface involved in their cellular 
respiration. As a result, it enables faster and deeper flow of processes of neutralization of waste water. 

The technology has eliminated the traditional disadvantages of biological treatment: to improve the 
efficiency of removal of pollutants, reduce energy consumption, improve the performance of activated sludge 
sedimentation, reduce the concentration of activated sludge as well as reverse the increasing concentration of 
pollutants in simulated volley discharges and changes in the quality of waste water. 
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Розвиток мікроскопічних грибів на документах, що зберігаються в архівосховищах,  не відбувається 
тільки за умов вмісту в папері капілярної вологи менше 8% [1,2]. За участі активних екзометаболітів грибів 
(ферментів, кислот, пігментів) констатують зміни зовнішнього вигляду та фізико-хімічних характеристик 
паперу, які можуть бути непоправними та призвести до втрати об’єктів культурного та історичного 
надбання. Часто на папері документів, гравюр, книг (вологовміст яких недостатній для росту мікроскопічних 
грибів) з’являються  бурі або руді  плями (так звані фоксинги). Проблеми, пов’язані із цим видом 
пошкоджень целюлозних волокон, актуальні у всьому світі. Існує дві версії утворення фоксингів: абіотична 
та біотична [3]. Позиція більшості дослідників співпадає в основному висновку – фоксингові плями не є 
пігментними плямами, що утворились внаслідок розвитку грибів. Абіотичної теорія появи фоксингів 
об’єднує процеси за участю пилу, забруднювачів, світла, металів із перемінною валентністю, контакту 
целюлози із органічними сполуками, які легко окислюються тощо. Якщо вологовміст паперу сприяє 
розвитку мікроміцетів, то вирішення проблеми щодо появи бурих плям на папері набуває іншого напрямку. 

Проведене нами обстеження в одному із Галузевих державних архівосховищ України (м. Київ) 
показало, що на обкладинках та листах паперу архівних документів, які безпосередньо контактують із  
повітрям приміщення, на бокових частинах журналів, папок, зосереджені численні темно-коричневі, чорні, 
руді дрібні плями. Вологовміст паперу становив 10,7-14,9 % (заміри здійснювали приладом TESTO 606-1). 
Із проб, відібраних в місцях з темними плямами,  а також на запилених ділянках документів, ізолювали 
бактерії та мікроскопічні гриби (21 вид родів Aspergillus, Botryotrichum, Chaetomium, Cladosporium, 
Penicillium, Sporotrichum). На багатьох ділянках паперу розвитку мікроорганізмів не спостерігали. Із 
ізольованих нами мікроскопічних грибів тільки чотири, зокрема види родів Aspergillus, Chaetomium та 
Cladosporium, проявили високу целюлозолітичну активність (за результатами двох якісних тестів 
визначення цього параметру: використання фільтрувального паперу як єдиного джерела вуглецю та 
додавання в середовище карбоксіметилцелюлози). Дослідження зразків паперу за допомогою скануючого 
електронного мікроскопу JSM-6060 LA показали, що розвиток грибів на досліджених документах має 
локальний характер (рис.). 

   

         
                         А                                         Б                                                               В 

Рис. Бурі плями на зразках архівного документу (А); волокна паперу, на яких в місцях бурих плям зосереджені гіфи, 
спори грибів та кристали забруднень (Б, В) 

Отже, результати проведеної роботи свідчать про локальний розвиток переважно контамінантної 
мікобіоти на досліджених архівних документах та підтверджують вторинну роль грибів в утворенні на 
папері бурих плям, спричинених дією забруднень, світла, вологи. Ізольовані нами гриби з високою 
целюлазною активністю є перспективними в інших напрямках досліджень.     
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Development of microscopic fungi on documents keeping in archives is absent only in conditions that 

capillary moisture content in paper is lower of 8% [1,2]. Exometabolites of fungi (enzymes, acids, pigments) 
may cause serious irreparable damage of objects of cultural and historic heritage (the changes the 
appearance and physical and chemical characteristics of paper etc.). Rust-brown colored flaws (so called 
‘foxing’) appeared on paper of documents, prints, books (moisture content which is insufficient for the growth 
of microscopic fungi). Problems associated with this type of injury cellulose fibers are frequent around the 
world. The exact cause of foxing is not known. There are two versions of formation fox spots: abiotic and biotic 
[3]. The position of the majority of researchers coincides in the main conclusion – foxing are not spots, which 
were formed as a result of fungal development. Abiotic theory of emergence foxing integrates processes 
involving dust, pollutants, light, metals with variable valence, cellulose contact with organic compounds that 
are easily oxidized and others. The solution on the appearance of fox spots on the paper gets the other 
direction, if moisture content of paper promotes development of microscopic fungi. 

A survey in one of the Branch State Archives of Ukraine (Kyiv) was conducted. The numerous dark brown, 
black, red shallow fox spots found to be present on the covers and sheets of paper archival documents that 
are in direct contact with the air, as well as on the side of magazines and folders. Moisture content of paper 
was 10.7-14.9% (measurements performed by TESTO 606-1 instrument). Bacteria and microscopic fungi 
(totally 21 species of the following genera: Aspergillus, Botryotrichum, Chaetomium, Cladosporium, 
Penicillium, and Sporotrichum) were isolated from the samples taken in areas with dark spots, as well as dusty 
parts of documents. The microbial growth was not observed in many parts of the paper. Only four species of 
the genera Aspergillus, Chaetomium and Cladosporium among 21 species of microscopic fungi isolated found 
to show the high cellulolytic activity. Two qualitative tests to determine cellulolytic activity (i.e. adding filter 
paper as the sole carbon source in the medium and adding carboxymethylcellulose) were used.  The 
development of fungi in the examined documents found to be local with the usage of SEM JSM-6060 LA 
(Fig.). 

 

 
                         А                                         Б                                                               В 
 Fig. Fox spots on archival paper samples (A); paper fibers, in which hyphae, fungal spores and crystals pollution are 
concentrated in places of brown fox spots (Б, В)  

 
Thus, the results of this work indicate the local development of mainly contaminant micobiota in the 

archival documents studied and confirm the secondary role of fungi in the formation of foxing on the paper 
caused by the action of pollution, light, moisture. Fungi with high cellulase activity are promising in other areas 
of research. 
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В настоящее время в различных отраслях промышленности, медицине и сельском хозяйстве широко 
используются препараты из живых культур аэробных спорообразующих бактерий, при создании которых 
обращают внимание на способность микроорганизмов синтезировать биологически-активные вещества, к 
которым относятся в том числе и внеклеточные ферменты. 

Целью данной работы было изучение активности спектра внеклеточных ферментов, синтезируемых 
бактериями рода Bacillus, представляющих интерес при создании биологических препаратов для 
сельского хозяйства. 

В работе использовали штаммы Bacillus amyloliquefaciens ИМВ В-7100, Bacillus subtilis ИМВ В-7101, 
ИМВ В-7243 и ИМВ В-7404, а также штаммы Bacillus subtilis 113 и 1/11. Для качественного анализа 
активности внеклеточных ферментов, исследуемые штаммы высевались на чашки с агаризованной 
минерально-солевой средой, в которой глюкоза была заменена на соответствующий субстрат-индуктор. 
Для стимуляции амилолитических ферментов использовали крахмал (0,5%), протеолитических – желатин 
(0,5%), ксиланолитических – ксилан (0,5%), целлюлазолитических – Na+-карбосксиметилцеллюлозу (0,5%), 
липолитических – оливковое масло (0,5%), пектинолитических – пектин (0,5%). Культивирование 
микроорганизмов проводили в термостате при температуре 30°С после чего чашки обрабатывали 
соответствующими проявителями для обнаружения зон гидролиза того или иного субстрата вокруг 
колонии и измеряли в миллиметрах.  

Проведение качественных реакций на способность исследуемых штаммов бацилл синтезировать 
экстрацеллюлярные ферменты показало, что изученные культуры способны синтезировать широкий 
спектр гидролитических ферментов. Так, наибольшей способностью расщеплять крахмал обладали 
штаммы B. amyloliquefaciens ИМВ В-7100, B. subtilis ИМВ В-7404 (зона гидролиза крахмала составляла 5,3 
мм). Наибольшую протеолитическую активность проявлял штамм B. subtilis ИМВ В-7404 (зона гидролиза 
желатина составляла 4,0 мм).  

Установлено, что исследуемые штаммы бацилл обладали более высокой (в сравнении с 
амилолитической и протеолитической) эндоглюканазной и ксиланазной активностью. У B. subtilis ИМВ В-
7243 и B. subtilis 113 зона гидролиза Na+-карбосксиметилцеллюлозы составляла 7,3 мм. Максимальная 
зона гидролиза ксилана была выявлена у Bacillus subtilis 113 и составляла 9,2 мм. 

Липазная активность была обнаружена только у B. amyloliquefaciens ИМВ В-7100 и B. subtilis ИМВ В-
7243. Следует отметить, что все исследуемые штаммы при росте на пектинсодержащих субстратах не 
обладали полигалактоуроназной активностью, а пектинэстеразная активность была выявлена только у B. 
subtilis 113.  

Таким образом, перспективным является дальнейшее исследование активности гидролитических 
ферментов у штаммов B. amyloliquefaciens ИМВ В-7100, B. subtilis ИМВ В-7243 и ИМВ В-7404, а также у 
штамма B. subtilis 113 при создании биопрепаратов для растениеводства и животноводства на основе этих 
культур.  
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At present in different branches of industry, such as medicine and agriculture it is widely used preparations 
of living cultures of aerobic spore-forming bacteria, in creation of which the attention is drawn to the ability of 
microorganisms to synthesize biologically active substances which include the extracellular enzymes. 

The purpose of this study was to investigate the activity of extracellular enzymes spectrum synthesized by 
bacteria of the genus Bacillus, which were of interest to create biological preparations for agriculture. 

In this work it were used strains of Bacillus amyloliquefaciens IMV B-7100, Bacillus subtilis IMV B-7101, B-
7243 IMV and IMV B-7404, as well as the strains of Bacillus subtilis 113 and 1/11. For qualitative 
determination of the activity of extracellular enzymes, the studied strains were plated on agar with mineral salt 
medium in which glucose was replaced with the appropriate substrate-inducer. It was starch, used for 
stimulation of amylolytic enzymes (0.5%), proteolytic - gelatin (0.5%), xylanolytic - xylan (0.5%), cellulosolytic - 
Na+-carboxymetylcellulose (0.5%), lipolytic - olive oil (0.5%) and pectinolytic - pectin (0.5%). Cultivation of 
microorganisms was carried out in a thermostat at 30 ° C and after then the Petri dishes were treated by the 
appropriate developers to detect zones of hydrolysis of a substrate, and it was measured in millimeters. 

Conducting of qualitative reactions to the capacity of the test strains of bacilli to synthesize the 
extracellular enzymes showed that the studied cultures are able to synthesize a wide range of hydrolytic 
enzymes. Thus, the greatest ability to break down the starch had the strains of B. amyloliquefaciens IMV B-
7100, B. subtilis IMV B-7404 (a zone of starch hydrolysis was 5.3 mm). The strain B. subtilis IMV B-7404 
showed  the greatest proteolytic activity (gelatin hydrolysis zone was 4.0 mm). 

It was found that the tested strains had higher endoglucanic and xylanase activity. In B. subtilis IMV B-
7243 and B. subtilis 113  the area of hydrolysis of Na+- carboxymetylcellulose was 7.3 mm. The maximum 
area of hydrolysis of xylan was found in Bacillus subtilis 113 and was 9.2 mm. 

Lipase activity was detected only in B. amyloliquefaciens IMV B-7100 and B. subtilis IMV B-7243. It should 
be noted that all the tested strains with growth of pectin substrates lacked polygalaktouronic activity and 
pectinesterasic activity was detected only in B. subtilis 113. 

Thus, the further research is promising activity of hydrolytic enzymes in the strains of B. amyloliquefaciens 
IMV B-7100, B. subtilis IMV B-7243 and B-7404 IMV, and the strain B. subtilis 113 in creation of 
biopreparations for plant growing and livestock farming production based on these cultures. 
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В процессе работа с культурами аэрококков, выращенными на жидких и плотных питательных средах, было 
установлено, что в культуральных жидкостях, в супернатантах при их смывах с твердых питательных сред 
накапливается экзопродукт, высаливающийся при 70% насыщении  сред содержания сульфатом аммония в 
виде хлопьевидной массы. Хлопьевидная масса частично осаждается, частично всплывает, образуя на 
поверхности раствора пленку. 

Собранная центрифугированием хлопьевидная масса аэрококкового происхождения /АЭК/ растворяется в 
фосфатном буфере /рН 7,4 .- 8,0 / и обладает выраженной антагонистической активностью в отношении многих 
видов микроорганизмов. АЭК подавляет рост грамотрицательных патогенных и условно-патогенных бактерий, 
в частности, протеев, шигелл, сальмонелл и др. Определенный интерес вызывало решение вопроса о 
химическом составе АЭК. Предварительные исследования показали, что АЭК содержит молочную кислоту, так 
как даёт выраженную оксидазную реакцию в индикаторном геле при окислении аэрококковой лактатоксидазой. 
В дальнейшем содержание молочной кислоты в АЭК было подтверждено с помощью энзиматического метода 
– «лактат-теста» с НАД- зависимой лактатдегидрогеназой. При облучении растворов АЭК ультрафиолетовым 
светом была отмечена синяя флуоресценция, характерная для соединений метилглиоксаля с аминокислотами. 
Дистилляция растворов АЭК позволила выделить в чистом виде метилглиоксаль и хроматографически 
доказать его идентичность химическому образцу. С помощью калий йод - крахмального титрометрического 
метода в АЭК было обнаружено содержание пероксидного эквивалента, соответствующего 0,8 - 1,0 мг/мл Н2О2. 
Наличие в АЭК гликополисахаридов было показано по определению глюкозаминов, а белков - с помощью 
биуретового метода и красителя Кумасси. Оказалось, что кипячение и выпаривание растворов АЭК не влияло 
на их антагонистические свойства, а при диализе вещество с антагонистическими свойствами проникало через 
целлофановую полупроницаемую мембрану, что свидетельствовало о его низкомолекулярном составе. 
Высокое содержание АЭК было обнаружено в образцах лечебно-профилактического препарата "А- бактерина". 
В растворах АЭК определялся диеновый конъюгат с тиобарбитуровой кислотой, показатель присутствия 
малонового диальдегида. Анализ полученных данных свидетельствует, что аэрококковый экзогенный комплекс, 
высаливаемый с помощью сульфата аммония, имеет сложный многокомпонентный состав, включающий 
гликопротеиды, пептиды, аминокислоты, метилглиоксаль, молочную кислоту и малоновый диальдегид, или 
другое аналогичное соединение, могущее давать диеновый конъюгат с тиобарбитуровой кислотой. 
Представляло интерес выяснение природы компонента АЭК, обладающего антагонистической функцией. Для 
определения фракции АЭК, обладающей антагонистической активностью была использована бумажная 
хроматография.  Окраска хроматограмм с помощью раствора нингидрина дала окрашивание в зоне 
расположения антагонистической фракции. Было проведено препаративное выделение посредством элюции 
фракции АЭК, обладающей антагонистической активностью. Исследовалось содержание метилглиоксаля в 
элюате. При дистиляции элюата было найдено его значительное содержание. По-видимому, метилглиоксаль 
ковалентно связан с аминогруппами пептидов и разгоняется вместе с ними. Аминокислотный состав АЭК, 
электродиализата «+» и элюата определялся на автоматическом анализаторе аминокислот ААА-881 
/Микротехника, Прага/. Эти субстраты представляли наибольший интерес с точки зрения антагонистической 
активности. В их составе определялись как свободные, так и связанные аминокислоты. Наиболее богатый 
аминокислотный состав имеет АЭК, а наименее богатый - элюат. Сопоставляя концентрации связанных 
аминокислот АЭК и элюата можно отметить, что четыре аминокислоты: валин, фенилаланин, лизин и гистидин 
в связанном виде переходят из АЭК в элюат с наименьшим падением. Выраженное антагонистическое 
действие наблюдается в отношении протеев, стафилококков, эшерихий и сальмонелл, т.е. против 
микроорганизмов, являющихся потенциальными возбудителями внутрибольничных инфекций. 

При оценке силы антагонистического действия АЭК и его фракций в отношении чувствительных бактерий 
было необходимо выработать единицы измерения. Поскольку антагонистически активная пептидная фракция 
не выделена в чистом виде и не разработаны аналитические методы её определения, за единицу активности 
АЭК и его фракций предложено считать титр, т.е. то наибольшее разведение, которое подавляет рост культуры 
чувствительных бактерий, в отношении которой исчисляется титр. Была проверена терапевтическая ценность 
АЭК и его производных при экспериментальной сальмонеллезной инфекции у беспородных белых мышей при 
внутрибрюшинном. их заражении. Мыши заражались суспензией  S. typhimurium 5710  в дозе LD50. С момента 
заражения животных начиналось внутрибрюшинное введение АЭК, электродиализата «+» и антагонистической 
фракции АЭК. Препараты вводились ежедневно по 0,1 мл раствора с титром 1\100  . Введение препаратов 
производилось ежедневно вплоть до окончания эксперимента. В результате проведенных исследований 
выявлено, что аэрококки продуцируют антибиотическое вещество широкого спектра действия, 
низкомолекулярное, термостабильное, являющееся пептидом. В дальнейшем при всестороннем анализе этого 
вещества  возможно и его самостоятельное применение для лечения разнообразных инфекционных болезней 
или процессов. 

По-видимому, аэрококковое антагонистическое вещество пептидной природы является низкомолекулярным 
антибиотиком и обеспечивает, во многом, терапевтический эффект «А-бактерина». 
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In the process of working with aerococcus cultures grown in liquid and solid culture media, it was found 
that the culture fluid in the supernatants by flushing them with a solid medium accumulates ekzoproduct, 
salted out at 70% saturation of media content by of ammonium sulfate, flaky mass. Flocculent mass partly 
precipitated in part emerges to form a film on the surface of the solution. 

Collected by centrifugation flocculent mass aerococcus origin / AEC / dissolved in a phosphate buffer / pH 
7.4. - 8.0 / and has a pronounced antagonistic activity against many types of microorganisms. AEC inhibits the 
growth of Gram-negative pathogens and opportunistic bacteria, particularly Proteus, Shigella, Salmonella, etc. 
The specific interest is the question of the chemical composition of AEC. Preliminary studies have shown that 
the AEC contains lactic acid, as it gives pronounced oxidase reaction in the indicator gel. In the future, the 
lactic acid content in the AEC was confirmed by enzymatic method - "lactate test" with the NAD-dependent 
lactate dehydrogenase. When irradiated with UV light solutions AEC was marked blue fluorescence, 
characteristic compounds methylglyoxal with aminoacids. Distillation AEC solutions possible to identify pure 
methylglyoxal and chromatography to prove his identity chemical pattern. With potassium iodine - starch 
titrimetric method in AEC was found to contain a peroxide equivalent, corresponding to 0.8 - 1.0 mg/mL of 
H2O2. The presence in the AEC glicopolisacharids shown by the definition of glucosamine and protein - by 
biuret method and dye Coomassie. It was found that boiling and evaporating off AEK had no effect on their 
antagonistic properties, and dialysis substance with antagonistic properties came through cellophane 
semipermeable membrane, indicating its low molecular composition. The high content of AEC was found in 
samples of therapeutic and prophylactic drug "A-bacterin." In solution, AEC determined diene conjugates with 
thiobarbituric acid, the rate of the presence of malondialdehyde. Analysis of the data shows that exogenous 
complex of aerococci, salted with ammonium sulfate, a complex multi-component composition comprising 
glycoproteins, peptides, amino acids, methylglyoxal, lactic acid ¬ lot and malondialdehyde, or other similar 
compounds ¬ tion, which is able to give a conjugated diene thiobarbituric acid. It is interest to determine the 
nature of the component AEC having antagonistic function. To determine the fraction of AEC, which has 
antagonistic activity was used by paper chromatography. Colouring chromatograms with a solution of 
ninhydrin gave staining in an area of antagonism fraction. Preparative isolation was conducted by elution 
fraction AEC having antagonistic activity. The distillation of the eluate was found to significant content of 
methylglyoxal. Apparently, methylglyoxal is covalently bound to the amino groups of peptides and accelerates 
with them. The amino acid composition of AEC, elektrodializata "+" and the eluate was determined on an 
automatic amino acid analyzer AAA 881 / microtechnology, Prague /. These substrates were more interest 
from the point of view of antagonistic activity. In their structure determined both free and bound amino acids. 
The most abundant amino acid composition is AEC, and the least rich - eluate. Comparing the concentration 
of amino acids linked AEC and the eluate may be noted that the four amino acids: valine, phenylalanine, 
lysine and histidine in combined form move from AEK in the eluate with the smallest decline. Antagonistic 
effect is observed with respect to Proteus, Staphylococcus, Escherichia and Salmonella, that are potential 
agents of nosocomial infections. 

In assessing the strength of the antagonistic actions of AEC and its fractions against susceptible bacteria 
needed determined units. Since antagonistically active peptide fraction not isolated in pure form and 
developed analytical methods to determine the unit activity AEC and its fractions suggested as a titre, that is 
the greatest concentraion which inhibits the growth of susceptible bacteria culture, for which calculated the 
titre. Was tested therapeutic value AEC and its derivatives in experimental Salmonella infection in white mice 
by intraperitoneal infecting them. Become infected mice were suspension  S. typhimurium 5710 at a dose  
LD50. Since infected animals began intraperitoneal administration AEC, elektrodializata "+" and antagonistic 
factions AEC daily 0.1 ml with a titer of 1 \ 100. Administration of drugs produced daily until ends of 
experiment. In the control group of mice was 100% mortality, whereas in the experimental groups mortality 
reached 40%, 30% 15% respectively. 

 The studies revealed that aerococci produce antibiotic agent broad-spectrum, low molecular weight, 
thermal stability, which is a peptide. In the future, with full analysis of the substance  possible its independent 
application for the treatment of various infectious diseases or processes. Apparently, antagonistic substance 
of aerococci is a low molecular weight peptide antibiotic and provides many ways, the therapeutic effect of "A-
bacterin" 
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Переработка отходов сельскохозяйственного производства с целью получения органического 

удобрения приобретает особое значение в связи со стремительной деградацией земель 
сельскохозяйственного назначения. В естественных условиях этот процесс может продолжаться до 12 
месяцев. Целлюлоза, белки и крахмал составляют до 70% сухого веса растительных остатков и достигают 
70 – 90 % в бытовых (сельскохозяйственных и городских) отходах.  Внесение в готовое к компостированию 
органическое сырьё микробного биопрепарата, содержащего штаммы с целлюлазной активностью, 
обеспечивает более динамичное и интенсивное протекание процесса компостирования, существенно 
повышает санитарно-бактериологические показатели продукции компостирования - гумуса. Способность 
таких микроорганизмов к синтезу внеклеточных протеаз имеет большое значение в процессе 
минерализации белков компостируемого материала  и их использовании в качестве легко усвояемого 
источника азота для микроорганизмов, как в самом компосте, так и после его добавления в почву [1]. 

Цель работы – изучить протеолитическую активность микроорганизмов-деструкторов, перспективных 
для включения в консорциум, ускоряющий разложение сельскохозяйственных отходов растительного 
происхождения.  

Из природных источников выделено 12 бактериальных штаммов, способных разрушать целлюлозу, 
сдерживать рост фитопатогенной микрофлоры, и не проявляющих фитотоксические свойства (отсутствие 
способности вызывать некроз растительной ткани у Nicotiana tabacum). Изучение протеолитической 
активности штаммов-деструкторов проводилось в температурных режимах, обеспечивающих рост 
бактериальной культуры на полноценной агаризованной среде (мясо-пептонном агаре, содержащем 1 % 
обезжиренного молока). О наличии протеолитической активности судили по появлению прозрачного 
ареола гидролиза казеина в зоне роста бактериальной культуры и оценивали по отношению диаметра 
роста бактериальной культуры к диаметру зоны гидролиза казеина. Для количественной оценки 
протеолитической активности исследуемых штаммов бактериальные культуры выращивали в течение 24 
часов при температурном оптимуме в жидкой среде М9 с 0,2 %-ным раствором  казеина в качестве 
источника углерода и энергии. Активность протеолитических ферментов оценивали по ГОСТ 20264.2-88. 
Полученные результаты представлены в таблице. 
 

Таблица  -  Протеолитическая активность природных штаммов-деструкторов 
Штамм Температура (°С), обеспечивающая Температурный 

оптимум гидролиза 
казеина, °С. 

Протеолитическая 
активность, ед. 

рост культуры  гидролиз казеина 

3 20 - 55 36 - 55 55 0,11 
11 20 - 45 20 - 45 45 0,20 
12 20 - 36 36 36 0,06 
16 20 - 45 20 - 45 36 0,23 
17 20 - 55 28 - 55 45 0,18 
21 20 - 55 20 - 55 45 0,21 
29 20 - 45 20 - 45 45 0,21 
34 20 - 45 28 - 45 28 0,17 
43 20 - 55 36 - 55 36 0,12 
44 20 - 55 20 - 55 36 0,15 
45 20 - 45 20 - 45 36 0,22 
2-11 20 - 36 28 28 0,09 

 

Из представленных результатов видно, что, не смотря на то, что все исследованные 
целлюлозоразрушающие штаммы микроорганизмов обладали протеолитической активностью, только у 
половины из них гидролиз казеина осуществлялся во всем диапазоне температур, обеспечивающем рост 
бактериальной культуры. Более того, штаммы № 12 и № 2-11 имели узкий диапазон температур, в 
котором бактериальные  клетки осуществляли гидролиз белка  (при 36°С и 28°С соответственно). Пять 
штаммов с максимальной ферментативной активностью (штаммы № 11, №16, № 21, №29 и № 45) 
являются перспективными для включения в консорциум, ускоряющий разложение сельскохозяйственных 
отходов растительного происхождения. 
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Processing of agricultural wastes for getting organic fertilizers acquires particular importance in connection 

with rapid degradation of agricultural land. In natural conditions this process may last up to 12 months. Cellulose, 
proteins and starch make up 70 % of the dry weight of the plant residues and up to 70 – 90 % of household 
(agricultural and urban) waste. Adding of microbial preparations, that contain strains with cellulase activity, to the 
ready-to-composting organic raw materials, provides more dynamic and intensive process of the composting, 
greatly increases the sanitary-bacteriological indexes of composting product – humus. The ability of 
microorganisms to synthesize extracellular proteases plays a great role in the mineralization of compost material 
proteins and their use as an easy-assimilable for microorganisms nitrogen source, both in the compost, and after 
it is added to the soil. [1] 

The aim of the work – to study the proteolytic activity of strains-destructors prospective to be included to the 
consortium, accelerating decomposition of agricultural plant waste.  

There were selected from natural sources 12 bacterial strains that can destroy cellulose, inhibit the growth of 
phytopathogenic microorganisms, and do not exhibit phytotoxic properties (lack of ability to cause necrosis of the 
plant tissue in Nicotiana tabacum). Studying of proteolytic activity of strains-destructors carried out in temperature 
conditions that provide growth of the bacterial culture on agar medium grade (meat-peptone agar containing 1 % 
skim milk). The presence of proteolytic activity was judged by the appearance of a transparent areola of 
hydrolysis of casein in the growth region of the bacterial culture and evaluated by ratio of the diameter of bacterial 
culture growth to the diameter of the zone of casein hydrolysis. To quantify the proteolytic activity of studied 
strains, bacterial cultures were grown at optimal temperature in liquid M9 medium with 0.2 % solution of casein as 
a source of carbon and energy. Proteolytic enzyme activity was evaluated according to GOST 20264.2-88. The 
results are presented in Table.  
 

Table - Proteolytic activity of native strains-destructors 
Strain Temperature (°С), 

providing 
Optimal temperature 
for  casein hydrolysis, 

°С. 

Proteolytic activity, 
un. 

culture growth  casein hydrolysis   
 

3 20 - 55 36 - 55 55 0,11 
11 20 - 45 20 - 45 45 0,20 
12 20 - 36 36 36 0,06 
16 20 - 45 20 - 45 36 0,23 
17 20 - 55 28 - 55 45 0,18 
21 20 - 55 20 - 55 45 0,21 
29 20 - 45 20 - 45 45 0,21 
34 20 - 45 28 - 45 28 0,17 
43 20 - 55 36 - 55 36 0,12 
44 20 - 55 20 - 55 36 0,15 
45 20 - 45 20 - 45 36 0,22 
2-11 20 - 36 28 28 0,09 

 

The presented results show that, despite the fact that all studied cellulolytic microorganism strains had 
proteolytic activity, only half of them carried out casein hydrolysis in the full temperature range, providing the 
growth of the bacterial culture. Moreover, strains № 12 and № 2-11 had a narrow range of temperatures in which 
the bacterial cells carried out protein hydrolysis (at 36 °C and 28 °C accordingly). Five strains with maximum 
fermentation activity (strains № 11, № 16, № 21, № 29 and № 45) are prospective to be included to the 
consortium, accelerating decomposition of agricultural plant waste. 
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Фармакологически ценное растение, Vinca minor L. (барвинок малый), является одним из 
представителей рода Vinca L. семейства Apocynaceae (Кутровые). Лекарственные препараты, 
содержащие сумму терпеновых индольных алкалоидов (ТИА) барвинка (напр. винкатон («Гедеон Рихтер», 
Венгрия)), применяют при спазмах сосудов головного мозга, I и II стадиях гипертонической болезни, 
неврогенной тахикардии. Основным ТИА барвинка малого является винкамин 0,13%. Кроме того, барвинок 
малый содержит ряд других ценных вторичных метаболитов, таких как, например, фенольные соединения. 

Процессы биосинтеза вторичных метаболитов в растениях V. minor до настоящего времени остаются 
практически не изученными. Отсутствует информация, как о ферментах, вовлеченных в биосинтез в 
нативных растениях и культурах in vitro, так и о содержании ценных вторичных метаболитов в клетках 
каллусной и суспензионной культур. В то же время, культуры клеток и тканей растений in vitro позволяют 
не только получать экологически чистые фармакологически активные препараты растительного 
происхождения, но и могут служить моделью при изучении механизмов биосинтеза вторичных 
метаболитов. Однако на данный момент, существуют лишь единичные публикации, касающиеся введения 
в культуру in vitro V. minor [1]. Поэтому в настоящей работе была предпринята попытка исследовать 
активность ключевых ферментов, вовлеченных в начальные этапы биосинтеза ТИА и фенольных 
соединений, накопление исследуемых вторичных метаболитов в растениях и культурах in vitro, а также 
взаимосвязь биосинтетических процессов. 

Каллусная культура была получена из листовых эксплантов на агаризованной питательной среде MS, 
содержащей кинетин и НУК. Каллус субкультивировали в темноте или на свету (150 µmol m-2 s-1.) с 16-
часовым фотопериодом при 250 C. Пересадку осуществляли каждые 25-30 суток. Для биохимических 
исследований использовали 2-3-х летние каллусные культуры. Активность ТДК и накопление триптамина 
определяли по методу Sangwan c соавт. [2]. Для определения активности ФАЛ использовали метод, 
описанный Zucker с соавт. [3]. Содержание TИA и их предшественников детектировали с помощью 
жидкостного хроматографа высокого давления, оснащенного МС-детектором. Фенольные соединения и 
флавоноиды определяли с помощью реактива Фолина-Чикольтеу и AlCl3, соответственно.  

Прежде всего, нами была изучена активность L-триптофан декарбоксилазы (ТДК) в нативных 
растениях и культурах in vitro. ТДК катализирует образование триптамина на начальных этапах 
биосинтеза ТИА. Активность фермента составляла 1,8-2,5 и 0,3-0,7 нмоль триптамина · мг-1белка · мин-1 в 
листьях и культурах in vitro, соответственно. Показано, что активность ТДК и накопление триптамина в 
тканях изменяется в ходе ростового цикла. Максимальной была активность фермента в интенсивно 
растущих тканях. Было установлено, что активность ТДК и накопление эндогенного триптамина в 
каллусной ткани повышаются при культивировании на свету. В нашей работе впервые был проведен 
анализ кинетических характеристик ТДК каллусной ткани V. minor [4].  

Индольные алкалоиды листьев и каллусных культур были выделены и идентифицированы с помощью 
ТСХ, ВЭЖХ и МС. Было обнаружено, что качественный и количественный состав ТИА в культурах in vitro и 
листьях значительно отличается. Так, например, основными алкалоидами каллусных тканей являлись 
дегидровинцин и дегидровинкамайин. Накопление стриктозидина в каллусных клетках было значительно 
выше, чем в листьях.   

Фенилаланин аммиак-лиаза (ФАЛ) является ферментом, катализирующим начальный этап биосинтеза 
фенилпропаноидов. Было установлено, что активность ФАЛ изменяется в течение ростового цикла 
каллусной культуры, стимулируется светом и практически не зависит от содержания НУК в среде 
культивирования. Характер влияния фитогормонов и условий культивирования на содержание фенольных 
соединений и флавоноидов был также изучен. Установлено, что содержание фенольных соединений в 
каллусных тканях варьировало незначительно, в то время как накопление флавоноидов существенно 
изменялось в зависимости от времени и условий культивирования.  

Обнаруженные эффекты позволяют предположить, что каллусные ткани V. minor, характеризующиеся 
значительным уровнем активности ТДК и ФАЛ, а также накоплением ТИА и флавоноидов могут быть 
использованы для коммерческого производства ценных вторичных метаболитов. В данной работе 
обсуждается также гипотетическая схема синтеза вторичных метаболитов в клетках V. minor и 
модификация биосинтетических процессов при введении растения в культуру in vitro. 
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Vinca minor L., a member of Apocynaceae, is an important medicinal plant producing of terpenoid indole 
alkaloids (TIA). The major alkaloid of V. minor leaves is the monoterpenoid indole alkaloid vincamine (0,13 %). 
Vincamine and its derivatives reduce blood pressure and have been used as a cerebral vasodilators. The sum 
of V. minor alkaloids are used in clinical practice (vincatone, “Gedeon Richter”, Hungary). On the other hand, 
V. minor is a plant containing a large number of secondary metabolites, such as phenolic compounds.  

To date, secondary metabolites biosynthesis processes in V. minor plants remains poorly investigated and 
also no information about levels of enzymes activities both in plants and cultured V. minor cells as well as 
about secondary metabolites content in V. minor callus and suspension cells. Meanwhile, plant cell culture has 
become the focus of much attention as a tool for the production of important TIA and for the investigation of 
their biosynthesis. However a limited number of papers have been published on in vitro culture of V. minor [1]. 
The present report describes the activities of key enzymes involved in the early stages of indole alkaloid and 
phenolic compounds biosynthesis, secondary metabolites accumulation in the plants and callus cultures of V. 
minor and discusses the biosynthesis pathways relationship. 

Callus culture was initiated from leaf explants of V. minor plants on MS medium supplemented with various 
concentrations kinetin and NAA. Calli were subcultivated every 25 – 30 days and incubated in the dark or 
under illumination with light intensity of 150 µmol m-2 s-1 and light period of 16 h /day at 250 C. Biochemical 
analysis was carried out on 2-3 years callus cultures. TDC activity and tryptamine accumulation were assayed 
as described by Sangwan et al. [2]. PAL activity was determined by production cinnamate as described by 
Zucker et al. [3]. Alkaloids and their precursors were determined by HPLC with MS-detection. Total phenolics 
and flavonoids were detected with Folin-Ciocalteu reagent and AlCl3 correspondingly.  

We demonstrated for the first time the L-tryptophan decarboxylase (TDC) in V. minor plants and cultures. 
TDC catalyzes the formation of tryptamine and therefore plays a role in terpenoid indole alkaloids (TIA) 
biosynthesis. In our work the general properties of TDC from V. minor callus cells were described [4]. TDC 
activity was evaluated during the culture cycle as well as the accumulation of tryptamine. An increase in the 
TDC activity was found in the biomass at the later stages of the growth cycle. The TDC activity was shown to 
depend on conditions of callus cultivation and cultures age. TDC activity and tryptamine accumulation in callus 
cultures were strongly stimulated by light. TDC activity and tryptamine accumulation were observed in leaves 
as well as in callus and suspension cultures of Vinca minor L. Basal enzyme activities were 1,8-2,5 and 0,3-
0,7 nmol tryptamine · mg-1 protein · min-1 in leaves and cultures in vitro correspondently. The TDC activity and 
tryptamine accumulation was shown to depend on leaves and cultures age. An increase in the TDC activity 
was found in the biomass at the active growing tissues. 

Indole alkaloids from leaves as well as from callus of V. minor were isolated and determined by TLC, 
HPLC and MS-detection. Callus cells showed greatly reduced TIA content in comparison with leaves cells. 
The major alkaloids of the callus cells were dehydrovincine and dehydrovincamajine. The amount of 
striktosidine accumulated by cultures was consistently higher in callus cells than in leaves cells.  

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) catalyses the first step in the biosynthesis of phenylpropanoids. The 
activities of PAL were detected under strict developmental control in callus cultures. PAL was also strongly 
activated by the light and largely unaffected by NAA. The effect of plant growth regulators and cultivation 
conditions on the content of total phenolics and flavonoids in callus cultures were also investigated. It was 
shown that phenolics content in callus tissues stay constant during cultivation. In the same time, flavonoids 
accumulation was depended on cultivation time and phytohormone composition of the medium.  

The main conclusion of this study is that V. minor can be cultivated in vitro. Callus of V. minor 
demonstrates significant TDC and PAL activities as well as indole alkaloid and flavonoid contents and can be 
used potentially to commercial production of secondary metabolites. We propose a synthetic scheme of the V. 
minor TIA biosynthesis and discuss the related hypothesis in cross-talk between indole alkaloids and phenolic 
compounds biosynthesis as well as modification of secondary metabolites synthesis in Vinca minor L. cells 
cultured in vitro 
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В настоящее время, микробные экзополисахариды полученные из дрожжей находят свое практическое 
применение в различных сферах человеческой деятельности: в медицине, фармацевтике, 
гидрометаллургии, пищевой и косметической промышленности [4-5,7,9]. Благодаря своим свойствам, 
маннаны могут быть использованы в качестве стабилизаторов и загустителей, заменяя сырье 
бактериального и растительного происхождения. Другим важным направлением, является использование 
экзополизахаридов в качестве желирующих агентов в производстве сиропов и джемов, косметических 
средств [6]. Кроме того, ввиду способности флокуляции, маннаны используются в металлургии в 
процессах очистки, концентрирования и разделения металлов, в том числе и винном производстве - для 
стабилизации белка и улучшения цвета вина [2, 10], а также для предотвращения осаждений солей 
винной кислоты [1]. Перспективны маннаны для использования в качестве специфической основы в 
производстве ферментов. 

Маннаны как составляющий компонент клеточной стенки (до 40% сухого вещества), иногда 
называемый фосфопептидо-маннановым комплексом, состоят из полимеров маннозы (80-90%) которая 
может быть ковалентно связана с различными белками через гликозидную связь (ди-N-ацетилхитобиозу и 
аспарагиновый участок белка) образуя маннопротеины. Находясь главным образом в наружном слое 
клеточной стенки, маннаны ассоциируется с β-1, 3 и β-1, 6 глюканами через фосфодиестиерические связи 
формируя клеточный каркас [8]. Основная роль маннанов, заключается в защите протопласта от 
механического повреждения, обеспечивая жесткость дрожжевой клетке, сохраняя при этом ее форму 
согласно фазам клеточного цикла, Также, маннаны участвуют в транспорте макромолекул из внешней 
среды в периплазматическое пространство и наоборот, в агглютинации дрожжей - важные 
технологические свойства для получения продуктов брожжения [3]. 

Экзополисахариды синтезируются различными микроорганизмами. Таким образом, продуцентами 
маннанов считаются дрожжы рода Saccharomyces, Rhodotorula и Sporobolomyces. Представители рода 
Hansenula и Pichia синтетизируют в частности фосфоманнаны. Кроме того, полимеры маннозы были 
обнаружены в дрожжах рода Cryptococcus, Lipomyces, Candida, Torulopsis. Низкое содержание маннанов 
было выявлено у некоторых видов бактерий, таких как Bacillus и Corynebacterium и грибов рода 
Trichosporon. Исходя из выше изложенного, целью проводимых исследований являлся отбор штаммов 
дрожжей  обладающих способностью к повышенному синтезу маннопротеинов.  

Исследования, проведенные по скринингу 32 штаммов дрожжей рода Saccharomyces, Hansenula, 
Rhodotorula, Candida, позволили отобрать наиболее высокопродуктивный штамм дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae CNMN-Y-18, обладающий способностью к повышенному синтезу мананов. Высокая 
биосинтетическая способность выделенная у штамма Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 позволило 
запатентовать eго в качестве продуцента маннанов и зарегистрировать в Национальной Коллекции 
Непатогенных Микроорганизмов Академии Наук Молдовы. 

Полученные результаты позволяют включить дрожжи Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 в число 
перспективных объектов биотехнологии с целью их использования в качестве основы для получения 
маннанов и биопрепаратов на их основе с широким спектром применения.  

Работа выполнена  в рамках проекта   № 11 817 08 19 А,  финансированного ВСНТР Академии Наук 
Молдовы. 
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Currently, microbial exopolysaccharides obtained from yeasts find their application in various fields of human 
activity: medicine, pharmacy, hydrometallurgy, food and cosmetic industries [4-5,7,9]. Because of its properties, 
mannans can be used as stabilizers, thickeners agents, replacing raw materials of bacterial and plant origin. 
Another important aspect is the use of exopolysaccharides as gelling agents in the production of syrups and jams, 
cosmetics [6]. In addition, due to the ability of flocculation, mannans can be used in metallurgy during purification, 
concentration and separation of metals, including wine production - to stabilize the protein and improve the color 
of wine [2, 10], and also to prevent the deposition of salts of tartaric acid [1 ]. Mannans have the perspective for 
use as a basis in the production of specific enzymes. 

The mannans that form the outer cell wall layer (40% of dry substances) are highly glycosylated with a 
carbohydrate fraction that often amounts to over 80-90% are covalently linked with different proteins through 
glycosidic bond (di-N-Acetyl-Chitobiose and asparagine part of the protein) forming mannoproteins. Located 
mainly in the outer layer of the cell wall mannans are associated with β-1,3 and β-1,6 glucans 
through  phosphodiester bonds [8]. The basic role of mannanes , is to protect the protoplast from mechanical 
damage, providing rigidity yeast cell, maintaining its shape according to the phases of the cell cycle, also, 
mannans are involved in the transport of macromolecules from the environment to the periplasmic space and vice 
versa, in the yeast agglutination - important technological properties [3] 

Exopolysaccharides are synthesized by various microorganisms. Thus, as mannans producers are considered 
yeasts genus Saccharomyces, Rhodotorula and Sporobolomyces. Representatives of the genus Hansenula and 
Pichia synthesize particularly phosphomannans. In addition, the polymers of mannose were found in the yeasts 
genus Cryptococcus, Lipomyces, Candida, Torulopsis. Low content of mannans are found in some species of 
bacteria, such as Bacillus and Corynebacterium and fungi Trichosporon. Thus, the aim of the research is the 
selection of yeast strains with the ability of increased synthesis of mannoproteins. 

The results of the screening of 32 yeast strains of genus Saccharomyces, Hansenula, Rhodotorula, Candida, 
allowed to establish the most high-yield strain - Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18, which has the capacity 
for increased synthesis of mannans. High biosynthetic capacity of isolated strain of Saccharomyces cerevisiae 
CNMN-Y-18 allowed to patent as a producer of mannanes and register in the National Collection of Non-
Pathogenic Microorganisms of Academy of Sciences of Moldova.    

Obtained results allow us to include the yeast Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-18 in the number of 
valorous biotechnological objects to be used for mannans production and biopreparations with a wide range of 
applications. 

This research was effectuated under the project for young researchers 12.819.18.08 A, financed by SCSTD of 
Academy of Sciences of Moldova 
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Создание криобанков является одним из важнейших элементов вспомогательных репродуктивных 
технологий. Известно, что во время процессов замораживания и дефростации происходит молекулярное 
разрушение сперматозоидов в результате осмотического стресса, окислительного повреждения и 
апоптоза. Основными повреждающими факторами являются внутриклеточная генерация активных форм 
кислорода, ускоряющих процесс пероксидного окисления липидов (ПОЛ), и снижение активности 
эндогенных антиоксидантных ферментов. Изменение антиоксидантной защиты спермы сказывается в 
первую очередь на её оплодотворяющей способности, что требует применения протекторов 
окислительного стресса в качестве модифицирующих добавок криосред. Предпочтение отдается тем 
соединениям, которые обладают пролонгированным действием и минимальными побочными эффектами. 

Нами синтезированы новые производные фенола, содержащие в орто-положении тиоацетамидный 
фрагмент, и запатентована их антиоксидантная активность [1]. Новые амиды                  2-(2-
гидроксифенилтио)уксусной кислоты 1-4 способны проявлять выраженное протекторное действие за счет 
наличия в их структуре функциональных фрагментов, обладающих множественным механизмом действия 
на репродуктивную систему. В настоящей работе исследована ингибирующая активность этих 
низкомолекулярных соединений на модельной системе ПОЛ спермы русского осетра (Acipenser 
guldenstadti Brandt) до криоконсервации. 
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Рис. Изменение скорости накопления TBARS в сперме 
русского осетра in vitro в присутствии соединений 1-4 
(достоверное отличие в сравнении с контролем по t-
критерию Стьюдента р<0,01). 

Для соединений 1-4 в концентрации 0.1 мМ установлено снижение уровня накопления вторичных 
продуктов ПОЛ спермы, дающих окрашенный комплекс с тиобарбитуровой кислотой (TBARS), на всех 
этапах исследования (1-48 часов), что свидетельствует об их пролонгированном антиокислительном 
действии (Рисунок). Добавка соединений 1-4 вместе с модифицированной криосредой в сперму осетра до 
замораживания (Таблица) способствовала снижению уровня TBARS, увеличивала выживаемость 
спермиев и время их поступательных движений (p<0.01). 

Таблица 
соединение контроль 1 2 3 4 

TBARS, нмоль/мл 1,37±0,07 1,11±0,07 0,82±0,20 0,49±0,06 0,78±0,15 
Выживаемость, % 90 90 90 98 95 
время движения, 

сек 
900 945 905 960 921 

 
Таким образом, установлено пролонгированное протекторное по отношению к окислительному стрессу 

действие соединений 1-4 на сперму осетровых рыб в процессах хранения и криоконсервации, что 
позволяет повышать качество хранимого биологического материала. 

 
Работа выполнена при поддержке федеральной целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры 

инновационной России» на 2009-2013 г.г. (ГК №16.740.11.0771 от 31 октября 2011), грантов РФФИ № 11-03-00389a, 13-
03-00487а   

0

1

2

3

4

контроль 1 2 3 4

TBARS, 
nmol/ml 1 час 3 час 24 час 48 час



 
 

 36

STUDY OF 2-(2-HYDROXYPHENYLTHIO)ACETIC ACID AMIDES AS PROTECTORS OF BASE MEDIUM  
FOR CRYOPRESERVATION OF SURGEON SPERM 

 
Osipova V.P.,1 Antonova N.A.,2 Kudryavtsev K.V.,3 Berberova N.T.2 

 
1Southern Scientific Centre of the RAS, Rostov-on-Don, Russia 

2Astrakhan State Technical University Astrakhan, Russia 
3M.V. Lomonosov Moscow State University, Faculty of Chemistry, Moscow, Russia 

e-mail: vposipova@rambler.ru 
 

Formation of cryostorages is an important issue of auxiliary reproductive technologies. During freezing-
thawing molecular destruction of sperm cells takes place as a result of osmotic stress, oxidative damage and 
apoptosis. The main destructive factors are intracell generation of reactive oxygen species, accelerated lipid 
peroxidation (LPO), and decreasing of the activity of endogenic antioxidative enzymes. Reduction of fertilizing 
ability of cryopreserved spermatozoa is a consequnce of such antioxidative protection imbalance that requires an 
application of oxidative stress protectors as components of cryopreservative medium. Compounds with prolonged 
activity and minimal side effects are preferable for these purposes.  

We synthesized novel phenol derivatives with thioacetamide fragment at the ortho-position and patented the 
antioxidant activity of these compounds [1]. Novel 2-(2-hydroxyphenylthio)acetic acid amides 1-4 potentially 
possess distinct protective properties on reproductive system due to structural functional fragments. Inhibitory 
activity of some compounds from the discussed class is examined on a Russian surgeon (Acipenser guldenstadti 
Brandt) sperm LPO model before cryopreservation. 
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Fig. Variation of TBARS accumulation in Russian sturgeon sperm in 
vitro in presence of compounds 1-4 (р<0,01). 

Decreasing of secondary products of sperm LPO reactive with thiobarbituric acid (TBARS) was registered for 
small-molecule compounds 1-4 at concentration 0.1 mM during 1-48 hours of testing (Figure). Therefore 
compounds 1-4 acted as prolonged inhibitors of oxidative stress. Introduction of studied amides as an additive to 
cryopreservation medium for Russian sturgeon sperm decreased TBARS level, enhanced spermatozoa survival 
rate (compounds 3,4) and moving time (Table, p<0.01). 

Table 
compound control 1 2 3 4 

TBARS, nmol/ml 1,37±0,07 1,11±0,07 0,82±0,20 0,49±0,06 0,78±0,15 
Survival rate, % 90 90 90 98 95 
Moving time, sec 900 945 905 960 921 

 
To summarize, 2-(2-hydroxyphenylthio)acetic acid amides 1-4 are efficient oxidative stress protectors of 

sturgeon sperm with prolonged period of action that could advantage storage and cryopreservation of biological 
materials. 

 
This work was made according to FSP “Scientific and scientific-pedagogical cadres of innovation Russia” for 2009-2013 

years (GK №16.740.11.0771), RFBR (grants 11-03-00389a, 13-03-00487а). 
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Хотя каротиноиды играют значительную роль в обеспечении нормального функционирования  
организмов животных, они не синтезируются их клетками, а поступают только с кормом.  

В настоящее время в сельском хозяйстве витаминно-минеральные добавки, содержащие каротиноиды 
(бета-каротин и ликопин) нашли широкое применение  для улучшения качества продукции. Примерами 
могут служить кормовые добавки «Витатон», «Витадепс», «Биомасса Ликопина»  производимые ООО НПП 
«Витан» (Украина); «Вескарин» - ООО «Биосистемы» (Россия) и многие другие.   

В качестве источников каротина часто используют растения (например, травяная мука, морковь), 
бактерии (Mycobacterium phlei), водоросли (Dunaliella salina) и мукоровые грибы (Blakeslea trispora).  

В витаминно-минеральные добавки каротиноиды входят в различных формах как в виде 
экстрагированного препарата (например, «Витадепс»), так и в виде высушенной биомассы 
микроорганизма продуцента Blakeslea trispora («Витатон» и «Биомасса ликопина»). 

Еще с 80 годов прошлого столетия прокариотические микроорганизмы успешно конкурируют с 
мукоровыми грибами и дрожжами. Очень важным преимуществом прокариот (например, актиномицетов)  
есть отсутствие синтеза токсинов. Так на основе каротиноидов Mycobacterium phlei создана 
поливитаминная кормовая добавка «Витафлеин». 

У штамма стрептомицета Streptomyces.globisporus 1912 получено ряд производных вариантов, 
синтезирующих комплекс каротиноидов (бета-каротин и ликопин). Установлено, что указанный 
микроорганизм осуществляет синтез каротиноидов конститутивно. Выделено и Lcp+ вариант S.globisporus 
1912 синтезирующий только ликопин (пик №1 -7,614 мин - на рис). Содержание ликопина в мицелие Lcp+ -
варианта составляет 2,11 мг/г сухой биомассы.  

 

 
Время удержания (Rt),  мин 

Рис. Результаты ВЭЖХ-анализа каротиноидов Lcp+ варианта при длине волны 450 нм. 
 

Было проведено исследование возможности использования мицелия Lcp+-варианта в качестве 
кормовой добавки для обогащения кормов животных каротиноидом ликопином. В экспериментах 
использовали мицелий стрептомицета в 3 формах: №1 – пастоподобная, не инактивированная биомасса, 
№2 – сухая биомасса, №3 – сухая биомасса, нанесенная на кукурузную крупу. 

Препараты добавляли к рациону питания курей-несушек в расчете 0,5 г формы №1 и 0,05 г форм №2 и 
№3 на 1 птицу раз в 6 дней. Эксперименты проводили  как в  частных хозяйствах Киевской области, так и 
на ЗАО «Птахофабрика КиЇвська» (Украина, Киевская обл., Броварской р-н, село Пуховка). 

Во всех семи частных хазяйствах было выявлено повышение несучести птиц в 1,5-2 раза, причем даже 
в зимний период.  

Эфективность внесения препаратов в рацион кур-несушек в условиях ЗАО «Птахофабрика КиЇвська» 
составила 10% к продуктивности контрольной группы. Необходимо отметить, что как контрольные, так и 
экспериментальные птицы получали на птицефабрике полноценный рацион (комбикорм рецепт ПК 1-18-4). 

Было отмечено улучшение апетитна всех экспериментальных птиц-несушек как в частных хазяйствах, 
так и в условиях промышленного производства. 

Таким образом, было установлено что использование мицелия ликопинсинтезирующего варианта 
S.globisporus 1912 в качестве витаминной добавки к корму птиц-несушек есть экономически выгодным, так 
как приводит к значительному увеличению их продуктивности. 
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Although carotenoids play an important role in the normal functioning of the organisms of animals, they are not 

synthesized in their cells, These bioactive compounds can get into animal organisms only with fodders. 
At present, vitamin-mineral supplements containing carotenoids (beta-carotene and lycopene) are widely used 

in agriculture to improve product quality.  "Vitaton", "Vitadeps", and "Biomass lycopene" produced  by RPE "Vita" 
(Ukraine), "Veskarin" - LLC "Biosystems" (Russia) and many others are examples of such fodder additives. 

Plants (eg, grass flour, carrots), bacteria (Mycobacterium phlei), algae (Dunaliella salina) and mucorales 
(Blakeslea trispora) are often used as sources of carotene in fodder supplements. 

Vitamin - mineral supplements include carotenoids in various forms: extracted substances from mycelium of 
Blakeslea trispora ("Vitadeps"), a dried biomass of Blakeslea trispora («Vitaton" and "Biomass lycopene"). 

From 80th years of last century some prokaryotic microorganisms are competing successfully with mucorales 
and yeasts. For example, on the basis of Mycobacterium phlei carotenoids was created a multivitamin feed 
supplement "Vitaflein”. Their very important advantage is the absence of synthesis of toxins by them.  

Several variants, synthesizing complex of carotenoids (beta-carotene and lycopene) and the variant 
synthesizing only lycopene (Lcp+-variant) were obtained from  Streptomyces .globisporus 1912 (peak N1 on 
Figure is lycopene (7.614 min)). We established that all variants synthesize carotenoids constitutively. Dried 
biomass of Lcp+-variant contains 2.11 g of lycopene. 

 

 
                                                                                        Retention time (Rt), min. 

Fig. HPLC-analysis of Lcp+ -variant carotenoid  (a wave length - 450 nm). 
 

The possibility of using of Lcp+-variant mycelium for enrichment of fodder by carotenoid lycopene has been 
tested. 3 forms of Streptomyces mycelium were used in the experiments: № 1 – moist, not inactivated biomass, 
№ 2 - dry biomass, № 3 - dry biomass inflicted onto corn grit. 

Preparations were added to the ration of laying hens in quantity 0.5 g of form № 1, and 0.05 g  of forms  № 2 
and №3 per a bird ones every 6 days. Experiments were conducted in some private farms of Kiev region, and the 
JSC "Ptahofabrika Kyivska" (Ukraine, Brovary). Productivity of birds increased in 1.5-2 times in all seven private 
farms (even in the winter).  

Efficiency of adding of lycopene to ration of laying hens in CJSC "Ptahofabrika Kyivska" was 10% as 
compared with the control group. It should be noted that both the control and experimental birds at the poultry 
farm received a full ration (fodder recipe PC 1-18-4). 

Improvement of appetite of all experimental birds (in private farms and in industrial conditions) was observed. 
Thus, it was found that the using of mycelium of Lcp+-variant of S.globisporus 1912 as vitamin supplements to 

birds ration was economically advantageous because it provided a significant increase of egg production. 
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Mycobacterial cell envelope is a warehouse of unusual lipidic moieties that act as regulators of host-pathogen 

interactions. In recent years, many polyketide synthases (PKSs) have been implicated in the biosynthesis of these 
virulent lipidic molecules and efforts are on to identify factors that induce and maintain the different phases of 
mycobacterial pathogenesis. Cell wall being the key interface between host and pathogen likely undergoes a 
remodelling process that would require degradation followed by re-synthesis of several lipids in the cell envelope. 
However, the source and the nature of lipids and mechanism of this programming need to be elucidated. 
Mycobacterium belongs to the family corynebacterineae. Comparative genome analyses of several closely related 
genera from this family have revealed unusual polyketide biosynthetic potentials with the existence of genes 
homologous to type III pkss. Type III polyketide products in recent years have been remarkably associated with 
cell wall modifications. Long-chain alkylresorcinols and alkylpyrones were recently shown to replace membrane 
phospholipids in Gram-negative Azotobacter cells differentiating into metabolically dormant cells1. These phenolic 
lipids are biosynthesized by type III PKSs, and in Gram-positive Streptomyces confer resistance to β-lactam 
antibiotics by altering properties of the cytoplasmic membrane2. Interestingly, the biosynthetic srs operon of 
Streptomyces griseus is observed in several mycobacterial species. Although, resorcinolic lipids are not known in 
Mtb, our functional characterization of PKS18 identified alkylpyrones as major polyketide products in vitro3. These 
metabolites have been recently found to be crucial components of pollen exine in Arabidopsis thaliana4 and could 
also be synthesized by PKSIIINc protein, a type III PKS from the fungus Neurospora crassa5. Type III PKSs 
variously cyclize biosynthetic intermediates to generate diverse bioactive molecules (Figure). 

Our biochemical, mutational and structural study provide evidence for an unanticipated potential of these 
biosynthetic proteins to generate chemically diverse metabolic entities from a limited pool of precursor molecules. 
These unusual findings can provide clues to novel drug targets required to combat mycobacterial virulence. 

 
 

Fig: Three possible ring systems generated by Type III polyketide synthases utilizing a common biosynthetic intermediate. 
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Biosurfactants are surface active compounds produced by microorganisms  by growth on various substrates, 
including renewable resources such as vegetable oil, distillery and dairy wastes. Biosurfactants are attracting 
attention in recent years because they offer several advantages over chemical surfactants such as low toxicity, 
inherent good biodegradability and ecological acceptability. The majority of known biosurfactants are synthesized 
by microorganisms grown on water immiscible hydrocarbons, but some have been produced on such water- 
soluble substrates as glucose, glycerol and ethanol . Chemically-synthesized surfactants have been used in the 
oil industry to aid clean up of oil spills, as well as to enhance oil  recovery from oil reservoirs. They are extensively 
used in industry as antifoaming agents. In the present study, biosurfactant producing bacteria were isolated from 
water sample that was collected off the coast of Mumbai (India) The water was visibly contaminated from oil spills 
from neighbouring industries. Bacteria capable of producing biosurfactants were isolated using the haemolysis 
test on blood agar . Clearing zones indicated the presence of hemolytic activity . Four strains were isolated and 
designated as G,H,L and Y. They were identified using 16-S rDNA sequencing , as Bacillus thuringiensis (G), 
Bacillus IPOISE (H), Bacillus cereus strain MBL 13(L) and Alcaligenes faecalis (Y).  

The efficacy of the biosurfactants was studied by oil- displacement technique and  measurement of 
emulsification index (EI) of cell free supernatant following growth on media different carbon sources viz glucose, 
hexadecane and mineral oil  and various nitrogen sources  including ammonium nitrate, sodium nitrate and 
ammonium chloride .The best results were obtained when grown on glucose and ammonium nitrate which gave 
EI values ranging between 50-60% by all the four strains. However, the most interesting results were obtained 
when media were supplemented with mustard oil seed meal @ 20%. The  strain (G) showed highest EI (93%) as 
compared to values varying between 50 to 60 % of other strains  .These values were comparable with the 
commercially used  surfactant Tween 20 whose EI was found to be 45.5%. Additionally, this strain was also 
unique as  16S rDNA sequence analysis showed that it was  a new isolate viz Bacillus thuringiensis SMT 2 
accession  number JX559762 . Chemical characterization  of the polymer showed that it was a lipopeptide. The 
chemical nature of biosurfactants from L, H and Y were found to be lipopolysaccharide, lipoprotein and 
glycoprotein, respectively. This  work shows promise for  the development of  a process  of biosurfactant 
production using a  waste product of agro-industries  which  is available in plenty at a low cost. 
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Гриб Cordyceps sinensis в течение нескольких веков применяется в народной медицине Юго-Восточной 
Азии. По данным современных исследований, соединения, входящие в состав этого гриба, обладают 
иммуномодулирующими, противоопухолевыми, противовоспалительными, противовирусными, 
антиоксидантными, гипогликемическими свойствами, повышают адаптационные возможности организма 
[1,2 ]. Биологическое действие гриба определяют, в первую очередь, полисахариды (β-глюканы).  

Ресурсы C. sinensis в природе ограничены, поэтому для производства препаратов на его основе 
используется мицелий, полученный биотехнологическим путем. Особый интерес представляет 
выращивание кордицепса методом погруженного культивирования. Однако данных по физиологии роста 
гриба C. sinensis на жидких питательных средах и образованию им биологически активных соединений 
недостаточно. Целью работы являлось изучение биохимического состава глубинного мицелия и 
характеристика полисахаридов гриба C. sinensis. 

При выращивании на комплексных жидких питательных средах различного состава гриб C. sinensis 
образовывал 12-25 г/л биомассы. В мицелии C. sinensis содержалось 21,5-30% общего и 14,3-16,4% 
истинного белка, 21,5-23,2% общих углеводов, 7,6-12,3% эндополисахаридов, 2,8-7,4% липидов, 720-880 
мг% общих фенольных соединений. В культуральной жидкости присутствовало 15,4-20,7 г/л общих 
углеводов и 0,5-2,0 г/л экзополисахаридов, 0,12-0,17 г/л белка. 

Проведено изучение физико-химических свойств полисахаридов C. sinensis. Исследование 
растворимости показало, что внутриклеточные полисахариды гриба при нагревании полностью 
растворялись в дистиллированной воде и 10% NaOH. Внеклеточные полисахариды растворялись 
частично в 10% NaOH и относительно слабо в воде. Полисахариды не растворялись в органических 
растворителях (спирте, ацетоне, хлороформе и т.д.). Кинематическая вязкость 0,1% растворов 
эндополисахаридов составляла 1,22 мм2/с, экзополисахаридов - 1,1 мм2/с.  

При проведении гельхроматографии на Toyopearl HW-65 полисахариды исследуемого гриба 
элюировались несколькими пиками, что свидетельствовало об их гетерогенности. Полисахариды в 
основном представлены несколькими высокомолекулярными фракциями. Молекулярные массы фракций 
эндополисахаридов составили от 200 до 500 кДа, экзополисахаридов – от 160 до 500 кДа. В составе 
исследуемых полисахаридов обнаружен белок ( 5-12%), что позволило отнести их к пептидогликанам. 
Углеводный состав полисахаридов (после предварительного гидролиза) определяли методом 
газожидкостной хроматографии (ГЖХ) в виде триметилсилильных производных сахаров. Изучение 
углеводного состава полисахаридов показало, что они являлись гетерогликанами. В их составе 
преобладала глюкоза (75,3-86,8%), также присутствовали галактоза (8,7-13,4%) и манноза (4,5-11,3%). В 
эндополисахаридах моносахариды манноза, галактоза и глюкоза присутствовали в соотношении 1:2:19, в 
экзополисахаридах – 1:1:7.  

Проведено изучение водного, спиртовых (20% и 70% этанол) и хлороформенно-спиртового (в 
соотношении 2:1) экстрактов гриба C. sinensis. В сухом остатке водных экстрактов содержалось 10,2-
18,4% белка, 23,7-32,5% общих углеводов, 170,5-240,0 мг% общих фенольных соединений. Количество 
водорастворимых полисахаридов составило 8,4-15,8%. В спиртовых экстрактах также присутствовало 
большое количество общих углеводов (18,6-26,3%), относительно немного белка и липидов (1,2-2,9% и 
0,22-1,16%, соответственно). 70% спиртовые экстракты отличались высоким содержанием фенольных 
соединений (720-880 мг%). В хлороформенно-спиртовых экстрактах присутствовало 95-98% липидов.  

На модели окисления линолевой кислоты установлена высокая антиокислительная активность 
исследуемых экстрактов по отношению к антиоксиданту-ионолу. Активность водного и хлороформенно-
спиртового экстрактов составляла, 75,7% и 74,3%, соответственно. Наиболее высокой антиокислительной 
активностью по отношению к антиоксиданту-ионолу отличались спиртовые экстракты (85,7-88,6%).  

Таким образом, глубинный мицелий и экстракты C. sinensis содержат комплекс биологически активных 
веществ и могут стать перспективным источником для разработки новых функциональных продуктов 
питания и лечебно-профилактических препаратов.   
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For centuries fungus Cordyceps sinensis has been successfully applied in folk medicine of South-Eastern 

Asia. According to latest reports, the fungal components display immune modulating, antitumor, anti-
inflammatory, antiviral, antioxidant, hypoglycemic properties and enhance adaptive potential of the body [1,2]. 
Biological activity of the fungus is defined primarily by polysaccharides (β-glucanes).  

Due to limited C. sinensis natural resources the respective medicinal preparations are based on mycelium 
produced by biotechnological methods. Special emphasis is focused on submerged Cordyceps fermentation. 
Yet, the data on growth physiology of C. sinensis in liquid nutrient media and synthesis of bioactive 
compounds are not sufficient. Aim of this study was investigation of biochemical composition of submerged 
mycelium and characterization of polysaccharides derived from fungus C. sinensis.  

The fungus growing on complex liquid media of diverse composition was able to produce biomass at 12.0-
25.0 g/l concentrations. C. sinensis mycelium contained 21.5-30.0 g/l of total protein, 21.5-23.2% of total 
carbohydrates, 7.6-12.3% of endopolysaccharides, 2.8-7.45 of lipids, 720-880 mg% of total phenolic 
compounds. 15.4-20.7 g/l of total carbohydrates and 0.5-2.0 g/l of exopolysaccharides, 0.12-0.17 g/l of protein 
were detected in cultural liquid. 

Analysis of physical-chemical properties of C. sinensis polysaccharides was performed. Solubility studies 
have shown that intracellular fungal polysaccharides upon heating were completely dissolved in distilled water 
and 10% NaOH. Extracellular polysaccharides were partially solved in 10% NaOH and relatively worse in 
water. Polysaccharides resisted organic solvents (alcohol, acetone, chloroform, etc.). Kinematic viscosity of 
0.1% endopolysaccharide solutions equaled 1.22 mm/s, exopolysaccharide solution – 1.1 mm/s. 

Toyopearl HW-65 gel chromatography revealed several elution peaks of fungal polysaccharides indicating 
their heterogeneity. Polysaccharides were mainly represented by high molecular weight fractions. The size of 
endopolysaccharide fractions ranged from 200 to 500 kDa, endopolysaccharide fractions – 160 to 500 kDa. 
Protein (5-12%) was found as the ingredient of polysaccharides, allowing to refer them to peptidoglycans. 

Carbohydrate composition of polysaccharides (after preliminary hydrolysis) was evaluated by gas liquid 
chromatography (GLC) of trimethylsilyl sugar derivatives. Carbohydrate make-up of polysaccharides proved 
that they belong to heteroglycan group. Glucose was the prevailing constituent (75.3-86.8%) followed by 
galactose (8.7-13.4%) and mannose (4.5-11.3%). The ratio of monosaccharides mannose, galactose and 
glucose in endopolysaccharides was estimated as 1:2:19, in exopolysaccharides – 1:1:7. 

Examination of aqueous, alcohol (20% or 70% ethanol) and chloroform – alcohol (2:1 ratio) extracts of 
fungus C. sinensis was conducted. Dry residue of aqueous extract comprised 10.2-18.4% of protein, 23.7-
32.5% of total carbohydrates, 170,5-240,0 mg% of total phenolic compounds. Amount of water-soluble 
polysaccharides varied from 8.4 to 15.8%. Alcohol extracts were characterized by a large portion of total 
carbohydrates (18.2-26.3%), and relatively small protein and lipid fractions (1.2-2.9% and 0.22-1.16%, 
respectively). 70% alcohol extracts were distinguished by elevated level of phenolic substances (720-880 
mg%). 95-98% liquid content was recorded in chloroform-alcohol extracts. 

High antioxidant activity of tasted extracts in comparison with reference antioxidant – ionol was established 
using oxidation of linoleic acid as a model. Activities of aqueous and chloroform-alcohol extracts constituted 
75.7 and 74.3%, respectively. The maximal antioxidant activity as compared to ionol was demonstrated by 
alcohol extracts (85.7-88.6%). 

In conclusion, submerged mycelium and extracts of C. sinensis include a complex of bioactive compounds 
serving as an active principle for novel functional foodstuffs and preventive-therapeutic medicines. 
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В составе вторичных продуктов виноделия выжимки составляют до 20% от массы перерабатываемого 
винограда. Семена винограда в массе ВВ составляют более 25%. Содержание в семенах винограда 
жирного масла (ценного компонента) составляет от 10 до 24%. 

Обеспечение качества семян винограда допускаемых для переработки на масло связано со 
значительными техническими проблемами. Для этого требуется наличие специализированного 
громоздкого энергозатратного и металлоёмкого оборудования. Значительные расстояния от винзаводов 
до специализированных предприятий по вторичной переработке связано с большими транспортными 
расходами. Поэтому переработка семян винограда на масло и его использование не получили широкого 
распространения в виноградопроизводящих регионах. Чаще всего ВВ используются, как кормовая добавка 
в животноводстве и при откорме птицы. 

Известно, что мука полученная из мякоти и кожицы ВВ содержит 40 – 45 кормовых единиц и не 
уступает по ценности высококачественному сену. В тоже время семена винограда помимо жирного масла 
содержат растворимые и нерастворимые протеиды (белки), кормовая ценность которых не уступает 
злаковому сырью. Из этого следует, что ВВ являются хорошим кормовым сырьём и в Молдавии издавна 
используются в этом направлении. 

Практически использование ВВ связано с осуществлением ряда процессов, наиболее важными из 
которых является быстрое высушивание выжимки после завершения основного технологического 
процесса в производстве вин или спирта. Даже после отжатия на прессах непрерывного действия они 
содержат не менее 50 –55% влаги. Во влажном состоянии ВВ в течении 2 – 4 дней подвергаются порче 

(происходит закисание и прорастание плесени). 
Наиболее прогрессивным способом в ранее 

использовавшихся технологиях сушки выжимки или 
семян винограда является использование 
факельных барабанных сушилок типа АВМ – 04 
фирмы «Нерис», г. Вильнюс. Для этой цели 
пригодны и другие типы сушилок, но в 
большинстве случаев они громоздки и потребляют 
много энергии. 

Нами на лабораторной установке был 
апробирован также другой принцип 
интенсификации процесса сушки ВВ с 
применением центробежно – щёточно -  роторного 
аппарата (ЦЩРА). Массообмен в подобных 
аппаратах можно в какой – то степени сравнивать с 
сушкой в псевдоосжиженном слое с механическим 
побуждением. Принципиальная схема установки с 
использованием ЦЩРА для сушки ВВ 
представлена на рисунке. Конструктивные 
особенности ЦЩРА изложены в [1,2]. 

Выбрано направление разработки 
энергосберегающего нестандартного 
оборудования ЦЩРА, позволяющего использовать 
и интенсифицировать процесс переноса влаги из 
ткани влажной ВВ в атмосферный воздух и достичь 
максимально допустимой при хранении влажности 
20 – 21% при значительной производительности и 
минимальных затратах энергии. Использование 
ЦЩРА в процессах сушки, экстракции, 
измельчения и ряда других массообменных 
процессах позволяет значительно их 
интенсифицировать при минимальных затратах 
энергии.  
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Схема установки для принудительного 
вентилирования сырой выжимки в центробежно- 
щёточно- роторном аппарате (ЦЩРА): 1 – 
загрузочный бункер, 2 – навесные рабочие 
элементы ротора, 3 – корпус ЦЩРА 
(металлический цилиндр), 4 – воздуховод с 
вентилятором, 5 – сальниковые уплотнения, 6 – 
торцевые фланцы, 7 – ротор с 
электродвигателем, 8 – дополнительные оси 
ротора, 9 – приёмный бункер. А – сырые 
выжимки, Б – атмосферный воздух, В – влажный 
воздух.
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As part of the secondary products of winemaking grape pomace (GP) are up to 20% by weight of the 
processed grapes. The seeds of grapes in GP are more than 25%. The content of fatty oil (valuable component) 
in grape seeds oil is from 10 to 24%. 

Providing quality seeds of grapes allowed for the production of oil is connected with the significant technical 
challenges. This requires the availability of specialized cumbersome energy-consuming and metal-intensive 
equipment. Considerable distance from wineries to specialized facilities for recycling is connected with high 
transport costs. Therefore, processing of grape seeds into oil and its use is not widespread in wine production 
regions. Most often GP are used as a feed additive for fattening in livestock and poultry breeding.  

It is known that the flour produced from the pulp and peel of GP contains 40 - 45 feeding units and it is not 
inferior to the value of high-quality hay. At the same time, grape seeds contain soluble and insoluble proteides 
(proteins) besides fatty oil, the food value of which is not inferior to Gramineae raw materials. It follows that GP 
are good feeding raw material and have long been used in this regard in Moldova.   

Virtually the use of GP is associated with the implementation of a number of processes, the most important of 
which is the rapid drying of pomace after the main technological process in the production of wine or alcohol. 

Even after squeezing by continuous presses 
they contain at least 50-55% moisture. Wet GP 
within 2 - 4 days are affected spoiling (there is 
souring and germination of mold). 

The most advanced method previously 
used in drying technologies of grape pomace or 
seeds is to use the flare drum dryers type AVM 
- 04 by "Neris", Vilnius. For this purpose other 
types of dryers are suitable, but in most cases 
they are bulky and consume much energy. 

Another principle of intensification of the 
drying process of GP with use of a centrifugal 
brush-rotary machine (CBRM) was tested on 
our laboratory setup. Mass transfer in such 
devices can be compared to some extent to the 
drying in fluidized bed with a mechanical drive. 
Schematic diagram of the setup with the use of 
CBRM for drying of GP is shown in Fig. Design 
features of CBRM are presented in [1, 2]. 

It was chosen a direction of the 
development of energy-saving nonstandard 
equipment of CBRM allowing the use and 
intensification of the moisture transfer process 
from the wet GP in the air, achievement of the 
maximum storage humidity 20 - 21% with 
significant productivity. Using CBRM in the 
process of drying, extraction, grinding and other 
mass transfer processes can significantly 
intensify them with minimum energy 
consumption. 
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Fig. Setup for the forced-air ventilation of crude 
pomace in a centrifugal brush-rotary machine 
(CBRM): 1 – loading hopper, 2 - suspended work 
details of the rotor, 3 - body of CBRM (metal 
cylinder), 4 - the air duct with a fan, 5 - stuffing box 
seals, 6 - end flanges, 7 - a rotor with an electric 
motor, 8 - additional axis of the rotor, 9 – receiving 
hopper A - raw pomace B - air C - humid air
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Одним из практически значимых ферментов является фермент глюкозооксидаза (β-D – глюкозо: О2-1- 

оксидоредуктаза,  КФ 1.1.3.4), катализирующая окисление β-D – глюкозы до β-D- глюконо-δ-лактона и 
пероксида водорода. Этот фермент активно используют  в пищевой промышленности для удаления 
кислорода  и глюкозы из пищевых продуктов [1]. Особенно широко применяется глюкозооксидаза в 
качестве аналитического реагента в клинической диагностике и биосенсорных технологиях для 
определения концентрации глюкозы в биологических жидкостях, пище и технологических процессах [4,5]. 
В качестве продуцентов  используют Aspergillus niger, Penicillium vitale, Penicillium amagasaciense, 
Penicillium funikulosum [2,3]. Однако поиск перспективных штаммов, способных синтезировать 
высокоактивный и стабильный фермент, является и сейчас актуальной проблемой.  

Целью нашей работы  было выделение  высокоактивных штаммов - продуцентов глюкозооксидазы из 
природных источников и определение возможности их использования для диагностики сахарного диабета.  

Разработаны индикаторные среды, позволявшие быстро провести скрининг микроорганизмов, 
интенсивно окислявших глюкозу. Изучены морфологические и культуральные свойства изолятов  [7]. 
Почвенный штамм,  проявивший наиболее  стабильные  окислительные свойства, был идентифицирован 
как  Aureobasidium pullulans B5. Изучены его биологические и окислительные свойства. Разработана 
биотехнология  получения максимальной продуктивности биомассы и ферментного 
комплекса,содержащего глюкозооксидазу. Культивирование гриба проводили на среде, приготовленной на 
основе макромицетов Pleurotus ostreatus [6]. Активность ферментного комплекса, полученного из 
культуральной жидкости A. Pullulans B5 сравнивали со стандартным препаратом глюкозооксидазы. С 
помощью кислородного микроанализатора  выявлена  чувствительность клеток A. pullulans B5 к 
концентрациям глюкозы от 1 до 0,008 % в стандартных растворах. Показано свойство клеточной 
суспензии  окислять глюкозу пропорционально ее концентрации. Это позволило  нам использовать штамм 
в чувствительной части микробного сенсора для выявления глюкозы в сыворотке крови. Концентрацию 
глюкозы  определяли на електроде Кларка от 0,027 ммоль/л. Высокая активность глюкозооксидазы, 
иммобилизированной на клетках A. pullulans B5, позволяла проводить одно определение в течение 1 мин. 
Следующее определение проводили через 2 минуты. Полученные результаты открывают перспективы  
для дальнейшего изучения штамма и его использования. 
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One of the practically important enzymes is glucose oxidase (β-D-glucose: O2-1-oxidoreductase, EC 1.1.3.4), 

that catalyzes oxidation of β-D-glucose to β-D-glucono-δ-lactone and hydrogen peroxide. This enzyme is actively 
used in the food industry for removal of oxygen and glucose from food products [1]. Glucose oxidase is especially 
widely used as an analytical reagent in clinical diagnostics and bio-sensing technologies to determine glucose 
concentration in biological fluids, food and industrial processes [4,5]. Aspergillus niger, Penicillium vitale, 
Penicillium amagasaciense and Penicillium funikulosum are used as producers [2,3]. However, searching for 
promising strains capable of synthesizing the highly active and stable enzyme is of current importance.  

The aim of our work was to select highly active strains - producers of glucose oxidase, from natural sources 
and to determine the feasibility of their use for the diabetes diagnostics.   

Indicator media were developed that allowed for quick screening of microorganisms that rapidly oxidize 
glucose. Morphological and cultural characteristics of isolates were studied [7]. The soil strain showing the most 
stable oxidative properties was identified as Aureobasidium pullulans B5. Its biological and oxidative properties 
were determined. The biotechnology was developed to maximize the productivity of the biomass and the enzyme 
complex containing glucose oxidase. Cultivation of the fungus was carried out using medium preparation based 
on macromycetes Pleurotus ostreatus [6]. The activity of the enzyme complex obtained from the A. Pullulans B5 
conditioned medium was compared with a standard preparation of glucose oxidase. Sensitivity of A. pullulans B5 
cells to glucose standard solution concentrations from 1% to 0.008% was revealed using oxygen microprobe. The 
ability of the cell suspension to oxidize glucose in a dose-dependent manner was demonstrated. This property 
allowed us to use the strain within the microbial sensor’s sensitivity range to detect glucose in serum. Glucose 
concentration was determined using Clark electrode starting with 0.027 mmol/l. Due to high activity of immobilized 
on A. pullulans B5 glucose oxidase we were able to perform one measurement within one minute. The following 
measurement was performed after 2 minute interval. These results open up prospects for further study of the 
strain and its use.  
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Одним из важнейших условий поддержания  и восстановления здоровья является поступление в 

организм биологически активных веществ и необходимых микроэлементов. По данным Всемирной 
организации здравоохранения  даже в высоко развитых странах суточная потребность в основных 
микроэлементах удовлетворяется на 50-60%. В Украине этот дефицит еще более выражен. Так, 
украинские почвы, вода, продукты содержат вдвое меньше нормы селена, марганца, меди, цинка, йода и 
других микроэлементов. 

Перспективным подходом  для решения проблемы является получение клеточных культур 
лекарственных растений, накапливающих биологически активные вещества вторичного метаболизма и 
аккумулирующие определенные микроэлементы в их биологически доступной форме. 

Целью  работы являлось моделирование в условиях контролируемого биотехнологического  
эксперимента процессов накопления в клеточных культурах вторичных метаболитов (тритерпеновых 
гликозидов) и концентрирование микроэлементов, характерных для определенных видов лекарственных 
растений. 

В результате проведенных исследований разработаны биотехнологические способы получения и 
культивирования клеточных культур лекарственных растений, являющихся природными 
биоаккумуляторами селена (Astragallus dasyanthus Pall., Melilotus officinalis L.). Выявлены закономерности 
накопления селена и марганца  в клеточных культурах астений, не относящихся к природным 
концентраторам этих микроэлементов (Clematis vitalba L., Fatshedera lisei, Origanum vulgare L.). Показано, 
что ростовой индекс  и концентрация микроэлементов  в культуре зависят от ряда факторов: 
длительности культивирования, концентрации микроэлемента, схемы их введения в питательную среду. 

Проведен скрининг каллусных культур с высокой ростовой активностью и содержанием 
микроэлементов. Впервые разработаны основы получения клеточных культур лекарственных растений  с 
высоким содержанием тритерпеновых гликозидов и аккумулирующих микроэлементы селен и марганец в 
доступной органической форме. 

Результаты исследований могут быть использованы в разработке биотехнологий получения 
биологически активных веществ. 
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The intake of bioactive substances and necessary microelements is one of the most important conditions of 

support and health recovery. According to the World Health Organization even in highly developed countries daily 
microelement requirement is satisfied on 50-60%. This deficit is even more pronounced in Ukraine. Thus, 
Ukrainian soil, water, foods contain only half daily norm of selenium, manganese, copper, zinc, iodine, and other 
trace elements. 

Obtaining cell cultures of medicinal plants accumulating biologically active substances of secondary 
metabolism and trace elements in a biologically available form is promising approach to solve the problem 
deficiency essential trace elements. 

The the purpose of research was modeling in a controlled biotechnological conditions of the accumulation in 
cell cultures of secondary metabolites (triterpene glycosides) and trace elements typical for some medicinal plants 
species. 

Biotechnological method of the preparation of cell cultures and cultivation of medicinal plants, which are the 
natural bioaccumulators selenium (Astragallus dasyanthus Pall., Melilotus officinalis L.) had been developed. The 
regularities of accumulation selenium and manganese in plant cells, non-natural hubs of these trace elements 
(Clematis vitalba L., Fatshedera lisei, Origanum vulgare L.). Growth index and the concentration of trace elements 
in a culture is dependent on a number of factors: the duration of cultivation, the concentrations of trace elements, 
scheme their introduction into the culture medium. 

The screening of callus cultures with high growth activity and the content of trace elements was held. Basics 
of cell cultures of medicinal plants with high content of triterpene glycosides and accumulate trace elements 
selenium and manganese in an affordable organic form was developed at first. 

The results of research can be used in the development of biotechnologies for production of biologically active 
substances. 
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Значительный интерес в качестве биологически активных веществ, обладающих 
иммуностимулирующими, противовоспалительными, противоопухолевыми,  антиоксидантными 
свойствами, представляют β-глюканы [3,4]. Глюканы и маннаны являются основными компонентами 
клеточной стенки дрожжей. Глюкан  - полисахарид состоящий из мономеров Д-глюкозы связанных друг с 
другом β-гликозидными единицами. Цепи β-глюкана в большей или меньшей степени разветвлены. 
Степень разветвленности и молекулярный вес β-глюканов  видоспецифична и, в большей мере, влияет на  
активность и способность стимулировать макрофаги. Наиболее активными формами являются β-1,3-
глюкан и β-1,6-глюкан, выделяемые из клеточных стенок дрожжей Saccharomyces cerevisiae [2]. Нами 
было исследовано 34 штамма дрожжей родов Saccharomyces, Hansenula, Candida, Rhodotorula, с целью 
количественной оценки содержания β-глюканов для дальнейшего использования в разработке технологии 
по получению этих веществ. Сравнительный анализ различных таксонов по количественному содержанию 
β-глюканов выявил высокое содержание полисахарида у представителей рода Saccharomyces и Hansenula  
(14,23....22,5%) при культивировании дрожжей на питательных средах YPD и  Rieder (рис. 1).  

          
а) средa YPD     б)   средa  Rieder 
 

Рис.1. Количественное содержание β-глюканов у представителей рода Saccharomyces, Hansenula,  Rhodotorula. 
 

В результате скрининга отобран наиболее активный продуцент β-глюканов – Saccharomyces cerevisiae 
CNMN-Y-20. Этот штамм содержит в клеточной стенке 20,17…22,3% β-глюканов. Существует достаточное 
количество публикаций, где указано, что большинство штаммов дрожжей рода Saccharomyces содержат 
10…13% β-глюканов [1,2,5]. Исследования биохимического состава штамма Saccharomyces cerevisiae 
CNMN-Y-20  показали что  общий белок составляет 31,92%, углеводы - 33,96%, липиды – 7,4%, маннан - 
7,47%. Активность антиоксидантных ферментов также достаточно высока – 2468 ед/мг белка для каталазы 
и 1354 ед/мг белка для супероксиддисмутазы.  

Штамм дрожжей Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 запатентован. Изобретение позволяет повысить 
эффективность биотехнологии получения биопрепаратов на основе β-глюканов. 

Работа выполнена  в рамках проекта   № 11 817 08 19 А,  финансируемого ВСНТР Академии Наук 
Молдовы. 
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β-glucans as a biologically active compounds with anti-tumor, anti-inflammatory, immunostimulating, 
antioxidant properties are of considerable research interest [3,4]. Glucans and mannanes are the major 
components of the yeasts cell wall. A glucan molecule presents  polysaccharide composed of D-glucose 
monomers linked by β- glycosidic units. The degree of branching and molecular weight of beta glucans depends 
of strain and, to a greater extent, affects the activity and the ability to stimulate macrophages. The most active 
forms are β - 1 ,3-glucan and β -1,6-glucan isolated from the cell walls of the yeast Saccharomyces cerevisiae [2]. 
34 strains of yeasts Saccharomyces, Hansenula, Candida, Rhodotorula were studied to establish the content of 
β-glucans for the elaboration of teсhnology of its obtaining. Comparative analysis of different taxa for β-glucans 
content has demonstrated high content of this polysaccharide in Saccharomyces and Hansenula yeast strains 
(14,23 .... 22,5%) by cultivation on nutritive medium YPD and Rieder (Fig. 1). 
 

    

а) medium YPD              b)  medium Rieder 
 

Fig.1. The quantitative content of β-glucans in yeast strains of the genera Saccharomyces, Hansenula, Rhodotorula. 
 

As a result of screening the the most active producer of β-glucans - Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 
was selected. This strain contains 20,17 ... 22,3% of β-glucans in the cell wall. There are quite a number of 
publications, which indicated that majority yeast strains of genus Saccharomyces contain 10 ... 13% of β-glucans 
[1,2,5]. 

The study of biochemical composition of the strain Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 have revealed that 
the total protein content was 31,92%, carbohydrates – 33,96%, lipids – 7,4%, mannanes – 7,47%. Activity of 
antioxidant enzymes was also high - 2468 U/mg protein for catalase and 1354 U/mg protein for superoxide 
dismutase. 

Yeast strain Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 was patented. The invention improves the efficiency of 
biotechnology of obtaining of biopreparations based on β-glucans. 

This research was effectuated under the project No. 11 817 08 19 А, financed by SCSTD of Academy of 
Sciences of Moldova 
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Загрязнение водоемов органическими и минеральными соединениями, в том числе биогенными 

элементами, способствует массовому развитию микроводорослей, или «цветению». «Цветение», как 
следствие первичного загрязнения, приводит к вторичному загрязнению водоемов внеклеточными и 
внутриклеточными органическими веществами, значительно ухудшающими качество воды. Эти 
соединения являются факторами экологического риска, представляя серьёзную угрозу для жизни и 
здоровья людей, вызывая болезни и массовую гибель гидробионтов. Одними из основных средств, 
используемых для борьбы с массовым развитием цианобактерий, являются химические альгициды. 
Однако с экологических позиций применение биохимических методов с использованием природных 
соединений более перспективно и безопасно для окружающей среды. Поиск и выделение продуцентов 
метаболитов с альгицидными свойствами  проводится среди представителей различных групп 
микроорганизмов: бактерий, грибов, актиномицетов, водорослей. 

Цель настоящей работы состояла в поиске актиномицета - активного продуцента метаболитов с 
альгицидными свойствами и изучении их действия на цианобактерии.  

Поиск актиномицетов, обладающих альгицидными свойствами, проводили методом блоков из числа 
музейных культур и культур, выделенных из почвенных образцов. В качестве тест-культур использовали 
культуры сине-зеленых водорослей: Microcystis aeruginosa, Anabaena variabilis, Aphanizomenon flos-aquae, 
Nodularia spumigema, Oscillatoria agardhii и культуры зеленых водорослей - Oocystis parva, Scenedermus 
quadricandu.  

Наибольшую альгицидную активность проявил выделенный из почвы штамм № 322, 
идентифицированный как Chainia sp. 322: размеры зон лизиса клеток цианобактерий достигали 18-44 мм в 
зависимости от культуры цианобактерий. 

Альгицидным эффектом обладали культуральная жидкость и отмытые клетки актиномицета, он 
практически отсутствовал при внесении нативного раствора, что свидетельствует о том, что соединения с 
альгицидной активностью, в основном, локализованы в клетках актиномицета. Из биомассы Chainia sp. 
322 получен сырец антибиотика 322, который представляет собой комплекс, состоящий из антибиотика – 
макролида  и  ароматического гептаена.  

Изучено влияние сырца 322 на рост и биохимическую активность цианобактерий. Показано, что сырец 
322 вызывает 50%-е подавление роста сине-зеленых водорослей в концентрациях 5,2 – 110,0 мкг/мл в 
зависимости от культуры цианобактерий. Ингибирование роста цианобактерий антибиотиком 322 
сопровождается уменьшением концентраций фотосинетических пигментов хлорофилла А и каротиноидов. 

Экспериментально показано, что антибиотик 322 оказывает влияние на образование вторичных 
метаболитов сине-зелеными водорослями. При ингибировании роста культур на 40-60% продуктивность 
биомассы по полисахаридам  возрастает на 30-88%  в зависимости от культуры водорослей.  

Антибиотик 322 значительно снижает образование альготоксинов токсигенной культурой Microcystis 
aeruginosa: при ингибировании роста на 50% продуктивность биомассы цианобактерии по микроцистину 
RR снижается в 7 раз, по микроцистину LR - в 3 раза, концентрации токсинов в среде при этом 
уменьшаются в 13 и 8 раз, соответственно.  

Таким образом, показано, что культура Chainia sp. 322 является продуцентом антибиотика, 
проявляющего высокий альгицидный эффект в отношении сине-зеленых водорослей. 
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Water pollution by organic and mineral compounds, including nutrients, contributes to the mass development 

of microalgae, or "bloom." "Bloom", as a consequence of primary contamination, leads to the secondary water 
pollution by extracellular and intracellular organic matter degrading water quality significantly. These compounds 
are environmental risk factors. They are a serious threat to human life and health and cause of disease and mass 
death of aquatic organisms. One of the main tools using for the control the massive development of cyanobacteria 
are chemical algicides. However, from the ecological point the application of the biochemical methods using 
natural compounds is more perspective and safe for the environment. The search and selection of the producers 
of metabolites with algicidal properties are carried out among representatives of different groups of 
microorganisms: bacteria, fungi, actinomycetes, algae. 

The purpose of this study was the search of actinomycetes - active producers of metabolites with algicidal 
properties and studing of their effect on cyanobacteria. 

The search of actinomycetes with algicidal properties was carried out by the method of agar blocks from the 
museum cultures and from the cultures isolated from soil samples. The test cultures used were the cultures of 
blue-green algae: Microcystis aeruginosa, Anabaena variabilis, Aphanizomenon flos-aquae, Nodularia 
spumigema, Oscillatoria agardhii and the cultures of green algae - Oocystis parva, Scenedermus quadricandu. 

The strain № 322 isolated from soil and identified as Chainia sp. 322 has shown the greatest algicidal activity: 
the sizes of zones of cyanobacterial cells lysis were 18-44 mm, depending on the culture of cyanobacteria. 

The culture fluid and the washed cells of actinomycete have algicidal effect but  native solution hasn,t what 
indicates that the compounds with algicidal activity is mainly localized in the cells of actinomycete. The antibiotic 
raw 322 obtained from biomass of Chainia sp. 322 is a complex of antibiotics - macrolide and aromatic heptane. 

The effect of antibiotic 322 on the growth and biochemical activity of cyanobacteria was studied. It was shown 
that antibiotic 322 inhibits the growth of blue-green algae by 50% in concentrations of 5.2 - 110.0 mg / ml, 
depending on the culture of cyanobacteria. The cyanobacterial growth inhibition connects with reducing of 
concentrations of photosynthetic pigments - chlorophyll A and carotenoids.  

It was experimentally shown that the antibiotic 322 affects the production of secondary metabolites of blue-
green algae. When the microalgal growth is inhibited by 40-60% the biomass productivity on polysaccharides 
increases by 30-88%, depending on the culture of algae. 

Antibiotic 322 reduces the formation algotoxins by toxigenic culture Microcystis aeruginosa significantly: when 
the growth is inhibited by 50% the biomass productivity on cyanobacterial microcystin RR is decreased by 7 
times, on microcystin LR – by 3 times, the concentrations of toxins at the same time is reduced by 13 and 8 times, 
respectively . 

Thus, it was shown that the culture Chainia sp. 322 is a producer of the antibiotic exhibiting high algicidal 
effect on blue-green algae. 
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The present study was concerned with the production of antibiotic bacitracin by Bacillus licheniformis and 

effect of different heavy metals on the growth of B. licheniformis. The term antibiotic appeared as early as 1928 in 
the French microbiological literature as antibiosis. The phenomenon of antagonism between living organisms was 
frequently observed even since 1877, when Pasteur and Joubert noticed that aerobic bacteria antagonized the 
growth of Bacillus anthracis. Bacillus Licheniformis is a genus of gram positive thermophilic bacteria; its optimal 
growth temperature is 30 degree though it can survive at high temperature. It can be obligate aerobes or 
facultative anaerobes, and it also test positive for enzyme catalase. Bacitracin (C66H103N17O16S) is a metal 
dependent complex mixture of cyclic polypeptides that is produced by Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis. 
Most potent activity is reported for bacitracins A1 and B1 that are major components in the mixture of cyclic 
polypeptide (Morris, 1994). It is a narrow spectrum antibiotic directed primarily against gram-positive bacteria 
such as Staphylococcus and Streptococcus via inhibition of cell wall synthesis but also has a little activity against 
gram-negative organisms (Brewer and Florey, 1980; Prescott and Baggot, 1993). It is most commonly used in 
complex with zinc which seems to stabilize the antibiotic complex (Quinlan and Gutteridge, 1989). Bacitracin was 
first discovered in 1943 and named after a culture of Bacillus and the last name of a seven-year-old American girl, 
Margaret Tracey, Bacillus was isolated from her wounds (Johnson et al., 1945). 
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Extensive isolation and subsequent  screening of microbial metabolites from Indo-Burma mega-biodiversity 

hot zone of North-East Gene Pool of India resulted in yielding  bioactive molecules endowed with  therapeutic 
potential (1-6). Also, this has empowered the centre in creating a repository of more than 4000 functionally 
important microbial strains being utilized in various ongoing R&D programmes of the institute. Isolation of a group 
of rare Micromonospora from Kaziranga biosphere,  a famous world heritage site, using specific standard 
operating procedure(SOP) will be discussed in details. 16SrDNA sequences of the strains and related assay 
reflected them to be member of the Micromonospora which are known to be potential producer of  rare antibiotics 
in the scientific community.  CSIR-North East Institute of Science & Technology, Jorhat, Assam has deposited 
more than 261 sequences of functionally important strains in international gene bank.  The institute has not only 
contributed  by supplementing novel bacterial genus and species into world microbial taxonomy but also 
succeeded in bio-prospecting certain strains in isolating important enzymes and related bioactive molecules for 
their scientific evaluation (7-11). In this paper, we would discuss in details about our approach while screening, 
isolation, purification and structure elucidation of certain metabolites having anti-infective properties. Also we 
would discuss about an endophytic fungi and its screening for novel bioactive in-vitro and in-vivo. 
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Род Полынь (Artemisia L.), относящийся к семейству Астровые (Asteraceae), представлен во флоре 
Украины более чем 30 видами травянистых и полукустарниковых растений, один из которых – п. горькая 
(A. absinthium L.) – является официнальным и входит в Государственную фармакопею Украины. Виды 
рода и препараты из них широко применяются в официальной и народной медицине многих стран мира в 
качестве возбуждающих аппетит, антигельминтных, антибактериальных, антипротозойных, желчегонных 
средств, находят применение в пищевой и парфюмерно-косметической промышленности. В то же время 
многие представители рода изучены недостаточно, поэтому целесообразным является исследование 
биологически активных веществ (БАВ) и их физиологической активности, а также получение новых 
фармакологических субстанций на их основе. 

Ранее нами были исследованы компоненты эфирных масел п. горькой, п. обыкновенной, и 
п. австрийской. Из травы этих видов были получены липофильные – хлороформные и этилацетатно-
спиртовые (8:2) – извлечения, определены основные БАВ и установлены выраженные антимикробная и 
антифунгальная активности по отношению к штамам S. aureus 25923, E. coli 25922, P. aeruginosa 27853, B. 
subtilis 6633, P. vulgaris 4636 и C. albicans 885-663. Было установлено, что хлороформное извлечение 
п. обыкновенной оказывает умеренное активность по отношению к штамму Candida albicans (зона 
задержки роста составила 23 мм). Несколько слабее действие продемонстрировали этилацетатной-
спиртовая вытяжка п. обыкновенной и хлороформное извлечение п. горькой (по 18 мм). 

При многократных пересевах штаммов грамположительных, грамотрицательных микроорганизмов и 
грибов C. albicans на средах, содержащих возрастающие концентрации липофильных фракций травы 
Artemisia absinthium, было установлено достаточно медленное формировании резистентности к ним S. 
aureus АТСС 25923, E. coli АТСС 25922, C. albicans АТСС 885-653. Формирование резистентности 
использованных штаммов микроорганизмов к референс-препаратам происходило гораздо быстрее и в 
больших концентрациях. Медленное формирование резистентности свидетельствует о перспективности 
исследования липофильных фракций травы Artemisia absinthium с целью создания на их основе 
противомикробных средств. 

Целью данной работы стало изучение компонентного состава модифицированных гексановых 
экстрактов трех видов рода Полынь. 

Объектами исследования стали гексановые экстракты из образцов травы трех видов полыни: п. 
горькой (A. absinthium L.), п. обыкновенной (A. vulgaris L.) и п. австрийской (A. austriaca Jacq.), полученные 
по оригинальной методике. Траву экстрагировали 80% спиртом, полученный экстракт упаривали, кубовой 
остаток растворяли в гексане, обрабатывали 4% водным раствором меди сульфата, далее гексановый 
слой очищали и упаривали под вакуумом до удаления растворителя и получения густого экстракта. 
Данная методика защищена патентом Украины на полезную модель. 

Установление компонентного состава полученных экстрактов проводили хромато-масс-
спектрометрическим методом на хроматографе Agilent Technology 6890N с масс-спектрометрическим 
детектором 5973N при следующих условиях анализа: хроматографическая колонка капиллярная 
INNOWAX внутренним диаметром 0.25 мм и длиной 30 м; скорость газа-носителя (гелий) 1,2 мл/мин; 
температура нагревателя ввода пробы – 250 °С; температура термостата программируемая от 50 до 250 
°С со скоростью 4 °С/мин. Ввод пробы (1 мкл) в хроматографическую колонку проводили автодозатором в 
режиме splitless, т.е. без деления потока, что позволяет ввести пробу без потери на деление и 
существенно увеличить чувствительность метода хроматографирования. Скорость ввода пробы – 1,2 
мл/мин в течение 0.2 минут. Для идентификации компонентов использовали библиотеку масс-спектров 
NIST05 и WILEY 2007 с общим количеством спектров более 470000 в сочетании с программами для 
идентификации AMDIS и NIST. Для количественных расчетов использовали метод внутреннего стандарта. 
В качестве внутреннего стандарта использовали тридекан в концентрации 50 мкг/1 мл. 

В результате проведенного анализа в экстракте п. горькой обнаружено 42 соединения (из них 
идентифицировано 25), в экстракте п. обыкновенной – 58 соединений (идентифицировано 23), в экстракте 
п. австрийской – 52 соединения (идентифицировано 27). Установлено, что среди идентифицированных 
соединений преобладают терпеноиды (монотерпеноиды – линалоол, терпинен-4-ол, борнеол, камфора; 
сесквитерпеноиды – кариофиллен, гермакрен В, сабинен, спатуленол), жирные кислоты и их эфиры, 
углеводороды. 

Полученные гексановые экстракты в эксперименте проявили антибактериальную (относительно 
штаммов Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa и Bacillus subtilis) и антифунгальную (Candida 
albicans) активность, что позволяет говорить о перспективности их дальнейшего изучения. 

Выводы. Наличие в экстрактах исследуемых видов Полыни соединений, проявляющих 
антисептическое и антифунгальное действие, указывает на перспективность их дальнейшего 
исследования как источников получения БАВ. 
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Genus Artemisia L., belonging to the family Asteraceae, is represented in the flora of Ukraine by more than 30 
species of herbaceous and suffrutescent plants, one of which - A. absinthium L. - is officinal, and is included in the 
state Pharmacopoeia of Ukraine. Species of the genus and medicines of them are widely used in official and folk 
medicine in many countries of the world as stimulating appetite, anthelmintic, antibacterial, antiprotozoal, 
cholagogue remedies, are used in the food and cosmetic industries. At the same time, many members of the 
genus are studied insufficiently, so it is appropriate to study of biologically active substances (BAS) and their 
physiological activity, as well as obtain new pharmacological substances on their basis. 

Previously, we have studied the components of essential oils of A. absinthium L., A. vulgaris L. and 
A. austriaca Jacq. From the herbs of these species lipophilic - chloroform and ethyl acetate-ethanolic (8:2) - 
extracts were obtained, the basic BAS have been identified and antimicrobial and antifungal activity against 
strains of S. aureus 25923, E. coli 25922, P. aeruginosa 27853, B. subtilis 6633, P. vulgaris 4636 and C. albicans 
885663 had been established. It was found that the chloroform extract of A. vulgaris L. has a moderate activity 
against the strain of Candida albicans (growth inhibition zone was 23 mm). Somewhat weaker effect showed an 
ethyl acetate-ethanolic extract of A. vulgaris L. and chloroform extract of A. absinthium L. (about 18 mm). 

With multiple reseeding of gram-positive, gram-negative organisms and C. albicans fungi strains in media 
containing increasing concentrations of lipophilic fraction from Artemisia absinthium herb, relatively slow 
development of resistance to them S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, C. albicans ATCC 885653 had 
been found. The development of resistance of microorganisms used to reference preparation was much faster 
and at higher concentrations. The slow development of resistance indicates the prospects of the study of lipophilic 
fractions from Artemisia absinthium herb with the purpose of using them for antimicrobial agents. 

The aim of this work was to study the composition of modified hexane extracts of three species of the genus 
Artemisia. 

The objects of the study were hexane extracts from samples of three species of Artemisia herbs: A. 
absinthium L., A. vulgaris L. and A. austriaca Jacq., obtained by the original method. Herbs were extracted by 
80% anol, the extract was evaporated, the liquid waste residue was dissolved in hexane, treated with 4% 
aqueous solution of copper sulfate, further purified, and the hexane layer was evaporated under vacuum to 
remove the solvent and to obtain a thick extract. This technique is patented in Ukraine for useful model. 

Study of the composition of the obtained extracts was performed by gas chromate-mass spectrometric method 
using Agilent Technology 6890N chromatograph with 5973N mass spectrometric detector under the following 
conditions: capillary chromatographic column INNOWAX: internal diameter of 0.25 mm and 30 m long, the speed 
of the carrier gas (helium): 1,2 ml/min, the temperature of the injection heater: 250 °C, programmable thermostat 
temperature from 50 to 250 °C at a rate of 4 °C / min. Injection (1 μL) to the chromatography column was 
performed in autosampler mode splitless, ie without splitting, which allows to enter the sample without loss to the 
division and substantially increase the sensitivity of chromatography. Typing speed test - 1.2 ml/min for 0.2 
minutes. In order to identify the components the mass spectra of libraries NIST05 and WILEY 2007 with a total of 
more than 470,000 spectra, combining with identifying programs AMDIS and NIST had been used. For 
quantitative calculations the method of internal standard had been used. As the internal standard tridecane at 50 
mg/1 mL had been used. 

As a result of the analysis in the extract of A. absinthium L. 42 compounds had been found (25 of which had 
been identified), in the extract of A. vulgaris L. - 58 compounds had been found (23 of which had been identified), 
in the extract of A. austriaca Jacq. - 52 compounds had been found (27 of which had been identified). It had been 
established that among the identified compounds terpenoids (monoterpenoids - linalool, terpinen-4-ol, borneol, 
camphor, sesquiterpenoids - caryophyllene, germakren B, sabinene, spatulenol), fatty acids and their esters, 
hydrocarbons dominated. 

Hexane extracts obtained in the experiment showed antibacterial (relative to Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa, and Bacillus subtilis strains) and antifungal (Candida albicans) activity, which suggests 
promising for their further study. 

Conclusions. The presence in the extracts of the studied species of Artemisia compounds which exhibit 
antibacterial and antifungal activity, points to the prospects for their further research as a source of biologically 
active substances. 
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Candida species are recognized as a significant cause of hospital-acquired infection. Candida albicans is the 

organism most often associated with serious fungal infection and has increased resistance to traditional antifungal 
agents. Recently, non-C. albicans species, such as Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis and 
Candida tropicalis, have also shown increases in fungal infections and antifungal resistance. 

The indole nucleus occurs naturally in a large number of secondary metabolites from plant origin (indole 
alkaloids), some of which serve as therapeutically useful drugs, e.g. harmaline, vincristine, and resperine. Indoles 
constitute an important class of compounds for new drug development in order to discover an effective compound 
against multi-drug-resistant microbial infections. In this study, a series of 2,3-disubsubstituted indole derivatives 
were evaluated for their in vitro anticandidal activities by using the minimum inhibitory concentration (MIC). 
Human pathogenic yeast strains namely,  Candida albicans (F52), C. tropicalis (F5), C. krusei (F6), C. 
zeylanoides (F7),  C. glabrata (Y-65) and C. parapsilosis (F8) were tested and dimethyl 1-benzyl-1H-indole-2,3-
dicarboxylate, in particular, displayed better activity against Candida zeylanoides and significant activity against 
Candida albicansrelative to ketokazole. 

The results may be instructive to researchers attempting to gain more understanding of the antimicrobial 
activity of 2,3-disubsubstituted indole derivatives . 
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Infectious diseases and lifestyle diseases are the major concern as they affect more than 75% world 

population. Both the diseases are related to microbes so it is a challenge for the microbiologist to control these 
diseases using different strategies. Infectious diseases are the second leading cause of death worldwide and 
there is an urgent need to discover new drugs to combat drug-resistant pathogens. The anti-infective arena is 
experiencing a shortage of lead compounds progressing into clinical trials. Now with the development of new 
molecular techniques a very promising approach in this respect is to explore the microbial community by cloning 
genes of uncultured microorganisms (Metagenomic and Metabolomic approach) as a new genetic resource or to 
isolate microorganisms from most diversified environments. The discovery of novel natural products has entered 
a new era with the exponential growth of available genetic data from microorganisms. Advances in DNA 
sequencing and bioinformatics technologies, especially the use of genome scanning instead of sequencing the 
whole microbial genome, now make it possible to rapidly identify gene clusters that encode bioactive natural 
products and to make computer predictions of chemical structure based on the sequence information.  

Lifestyle disease (Non Communicable diseases) like diabetes, heart attack, arthritis and even cancer are 
associated with choice of food and human body microbes.  This is further strengthened by the Human microbiome 
project which proved that numbers of diseases are associated with microbial population of the human body and 
their interaction of microbes present in the food. Fruit and vegetable contains a large number of microbes and is a 
major source of disease fighting chemicals. These microbial communities, however, remain largely unstudied, 
leaving almost entirely unknown their influence upon disease and a source of novel bioactive molecules like gold 
and silver nano particles, DNAzymes, G-quadruplex, carotenoids and enzymes. Traditional microbiology has 
focused on the study of individual species as isolated units. However many microbial species have never been 
successfully isolated as viable specimens for analysis, presumably because their growth is dependent upon a 
specific microenvironment inside the fruit. Advances in DNA sequencing technologies have created a new field of 
research, called fruit metagenomics, allowing comprehensive examination of microbial communities, even those 
comprised of uncultivable organisms. Instead of examining the genome of an individual bacterial strain that has 
been grown in a laboratory, the metagenomic approach allows analysis of genetic material derived from complete 
microbial communities harvested from natural environments.  In the past fruit has never been used as a source of 
novel bioactive molecules but now with the development of new technologies like natural-product extract libraries 
with high-throughput screening,  recent advances in separation technology and structure elucidation have revived 
the implication of fruit and fruit products  in search of novel drug like  molecules. Now with the development of fruit 
metabolomics which will provide better understanding of various metabolic pathways in identification of novel food 
or fruit-derived biologically active compounds and genes involved in their biosynthesis. The combination of 
metagenomics and metabolomics study will lead to the discovery of novel biologically active molecules with 
various applications.  
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Арил- (гетарил)пропановые кислоты и их производные обладают широким спектром биологических 
свойств, благодаря чему стали основой многочисленных лекарственных препаратов из различных 
фармакологических групп. Только среди разрешенных к медицинскому применению нестероидных 
противовоспалительных средств таких соединений насчитывается около двух десятков [1, 2]. Данное 
обстоятельство послужило предпосылкой для вовлечения в круг проводимых нами исследований 3-(1-
хинолинил)пропановых кислот. Еще одним фактором, повлиявшим на выбор в качестве объектов изучения 
этих соединений, стала очень важная для работ такого типа возможность практически неограниченной 
структурной модификации структур-лидеров, что позволит улучшать их свойства путем несложных 
химических преобразований.  

Целевые 3-(3-алкилкарбамоил-4-гидрокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-1-ил)пропановые кислоты 3 
получены щелочным гидролизом соответствующих 4-гидрокси-2-оксо-1-(2-цианоэтил)-1,2-дигидрохинолин-
3-карбоксамидов 2, в свою очередь синтезируемых амидированием этилового эфира 1 аммиаком или 
алкиламинами. В большинстве случаев эта синтетическая схема даёт вполне приемлемые результаты – 
выходы и чистота конечных продуктов остаются достаточно высокими. 
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Все синтезированные нами кислоты 3 и нитрилы 2 представляют собой белые с желтоватым оттенком 
кристаллические вещества с узкими интервалами температур плавления, хорошо растворимые в ДМСО, 
ДМФА и горячих спиртах, практически нерастворимые в гексане и воде. Их строение подтверждено 
спектрами ЯМР 1Н и рентгеноструктурным анализом. 

Анальгетическую активность кислот 3 и нитрилов 2 изучали на модели "уксуснокислых корчей". 
Исследуемые вещества вводили в дозе 5 мг/кг перорально в виде тонкой водной суспензии, 
стабилизированной твином-80. В качестве препарата сравнения использован Анальгин в его средней 
эффективной дозе (55 мг/кг). Полученные результаты показывают, что обезболивающие свойства 
присущи большинству синтезированных соединений. Вещества, превышающие по активности Анальгин, 
выявлены как среди кислот 3, так и среди их синтетических предшественников – нитрилов 2, причём 
последние в целом оказались несколько активнее.  

Влияние кислот 5 и нитрилов 2 на мочевыделительную функцию почек изучено на белых беспородных 
крысах при пероральном способе введения и в сравнении с известным диуретиком Гипотиазидом. 
Экспериментальные данные свидетельствуют о том, что в дозе 10 мг/кг все без исключения соединения 
проявляют диуретический эффект, в ряде случаев даже более мощный, чем Гипотиазид в своей 
эффективной дозе 40 мг/кг. Интересно, что мочегонные свойства исследованных веществ в основном 
определяются строением 3-алкил-карбамоильного фрагмента и в гораздо меньшей мере зависят от того, 
какая группа – карбоксильная или нитрильная – находится в 1-N-этильном заместителе. 

Таким образом, в процессе выполнения настоящего исследования осуществлён синтез серии новых 3-
(3-R-карбамоил-4-гидрокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-1-ил)пропаннитрилов. Показано, что для 
превращения этих соединений в соответствующие хинолинилпропановые кислоты в большинстве случаев 
пригоден обычный щелочной гидролиз. Фармакологический скрининг выявил важные структурно-
биологические закономерности, представляющие интерес для дальнейшего целенаправленного поиска 
среди 4-гидрокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-3-карбоксамидов перспективных анальгетиков и диуретиков. 
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Aryl-(hetaryl)propanoic acids and their derivatives possess a wide spectrum of the biological properties; 
thanks to it, they have become the basis of numerous drugs from different pharmacological groups. Only among 
NSAIDs permitted for medical application there are about several tens of such compounds [1, 2]. This fact was 
the prerequisite for involving 3-(1-quinolinyl)propanoic acids in our research. Another factor influencing on the 
choice of these compounds as the objects of study is the possibility of practically unlimitted structural modification 
of the structures-leaders, which is extremely important for the works of such kind. It is useful for improving the 
properties of these compounds by simple chemical transformations.  

Target 3-(3-alkylcarbamoyl-4-hydroxy-2-oxo-1,2-dihydroquinolin-1-yl)propanoic acids 3 have been obtained by 
alkaline hydrolysis of the corresponding 4-hydroxy-2-oxo-1-(2-cyanoethyl)-1,2-dihydroquinoline-3-carboxamides 2, 
in turn, they are synthesized by amidation of ethyl ether 1, ammonia or alkylamines. In most cases this synthetic 
scheme gives rather consistent results – yields and purity of the final products remain rather high. 
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All acids 3 and nitriles 2 synthesized are white crystalline substances with a yellowish colour and a narrow 

range of the melting temperatures, readily soluble in DMSO, DMF and hot alcohols, practically insoluble in 
hexane and water. Their structure is confirmed by NMR 1Н spectra and X-ray structural analysis. 

The analgetic activity of acids 3 and nitriles 2 has been studied on the model of "acetic acid induced writhing". 
The substances under research were introduced in the dose of 5 mg/kg orally in the form of a fine aqueous 
suspension stabilized by Tween-80. Metamizole sodium in its average effective dose (55 mg/kg) was used as a 
reference drug. The results obtained show that analgetic properties are inherent to the most compounds 
synthesized. The substances exceeding Metamizole sodium by their activity have been found both among acids 3 
and among their synthetic precursors – nitriles 2, thus the later appeared to be more active in general.  

The effect of acids 5 and nitriles 2 on the excretory function of the kidneys has been studied in white outbred 
rats when administrating orally and comparing with the known diuretic Hydrochlorothiazide. The experimental 
data testify that each and all compounds reveal the diuretic effect in the dose of 10 mg/kg and in the number of 
cases the effect is much more powerful than that of Hydrochlorothiazide in its effective dose of 40 mg/kg. It is 
notable that the diuretic properties of the substances studied are mainly determined by the structure of 3-alkyl-
carbamoyl fragment and to much lesser extent they depend upon that which group – carboxy or nitrile – being in 
1-N-ethyl substituent. 

Therefore, in the process of the current research the synthesis of a series of new 3-(3-R-carbamoyl-4-hydroxy-
2-oxo-1,2-dihydroquinolin-1-yl)propanenitriles has been carried out. It has been shown that in most cases alkaline 
hydrolysis is generally suitable to transform these compounds into the corresponding quinolinylpropanoic acids. 
The pharmacological screening has revealed the important structural and biological regularities, which are of 
interest for further purposeful search of promising analgesics and diuretics among 4-hydroxy-2-oxo-1,2-
dihydroquinoline-3-carboxamides. 
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Метою даної роботи було дослідження впливу сполук різної хімічної природи, а саме антагоністів 
брадикініна (БК) [1] і азолідінонів [2], на проліферацію декількох видів злоякісно трансформованих клітин: 
клітин 293, стабільно трансфікованих онкогеном CHI3L1 (293_CHI3L1), клітин гліобластоми людини U373, а 
також клітин лімфом зони мантії Granta, JEKO, Міно і UPN1. 

BKM-570 (1) виявив значну антипроліферативну активність в 293_CHI3L1 і U373 клітинах з IC50  3,8 
мкМ і 3,3 мкМ, відповідно, і суттєво інгібував фосфорилювання позаклітинних сигнал-регульованих кіназ 
1/2 (ERK1/2) та протеїнкінази В. Отже, було встановлено, що BKM-570 може пригнічувати ріст пухлинних 
клітини, а механізм даного ефекту може полягати в модуляції MAPK- і PI3K- сигнальних каскадів. 

5-ариліден-2-аміно-4-азолон Les-28 (2) та піразолін-заміщениий тіазолон Les-4523 (3) істотно інгібували 
ріст клітин: IC50 Les-28 становив 0,16 мкМ для 293_CHI3L1 клітини і 15 мкМ для U373 клітин. 50% 
пригнічення проліферації клітин Mino спостерігали після обробки Les-4523 у концентрації 1 мкМ. Також 
було показано, що комбінація антагоністів БК і Les-28 призводила до значного зниження проліферації 
клітин Mino, на відміну від дуже низької активності при індивідуальному застосуванні даних сполук. 

Таким чином, було продемонстровавно антипроліферативні властивості двох різних класів молекул в 
трьох in vitro моделях злоякісної трансформації. Подальші дослідження молекулярних механізмів дії 
антагоністів БК і похідних азолідінонів, а також доклінічні дослідження на тваринних моделях необхідні для 
оцінки можливості використання цих сполук в якості нових протиракових препаратів. 
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Avdieiev S.S.1,5, Areshkov P.O.1, Balynska O.V.1, Gera L.2, Havrylyuk D.Y.3, Hodges R.2,  
Kaminskyy D.V.3, Lesyk R.B.3, Ribrag V.4, Vassetzky Y.S. 4, Kavsan V.M.1 

 
1Institute of Molecular Biology and Genetics NASU, Kyiv, Ukraine 

e-mail: stasavdieiev@gmail.com 
2University of Colorado School of Medicine, Aurora, USA 

3Danylo Halytsky Lviv National Medical University, Lviv, Ukraine 
4Institut Gustave Roussy, Villejuif, France 

5 Taras Shevchenko National University of Kyiv, Kyiv, Ukraine 
 

The aim of present study was to analyze the effect of compounds with distinct chemical nature, namely 
bradykinin (BK) antagonists [1] and azolidinones [2], on proliferation of different types of malignantly transformed 
cells: 293 cells, stably transfected by CHI3L1 oncogene (293_CHI3L1), human glioblastoma cells U373 and 
mantle cell lymphoma (MCL) cells Granta, JeKo, Mino and UPN1. 

BKM-570 (1) revealed significant antiproliferative activity in 293_CHI3L1 and U373 cells with IC50       3,8 μM 
and 3,3 μM, correspondingly, and strongly decreased extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2) and 
protein kinase B phosphorylation. So, BKM-570 may repress tumor cells growth and its effect is mediated by the 
modulation of MAPK- and PI3K- signaling cascades. 

5-arylidene-2-amino-4-azolone Les-28 (2) and pyrazoline substituted thiazolone Les-4523 (3) lead to the 
prominent cell growth inhibition: IC50 of Les-28 was 0,16 µM for 293_CHI3L1 cells and 15 µM for U373 cells. 
50% inhibition of Mino cells growth were observed after treatment by Les-4523 at 1 µM. Moreover, we showed 
that combination of BK antagonist and Les-28 resulted in significant growth reduction of Mino cells, in contrast to 
very low activity while applying compounds individually. 

Thus, antiproliferative properties of two different classes of molecules were shown in three in vitro models of 
malignant transformation. Further investigations of molecular mechanisms of BK antagonists and azolidinone 
derivatives action and pre-clinical studies using animal models are needed for the evaluation of these compounds 
as new anti-cancer drugs. 
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Известно, что фосфоинозит-3-киназа (ФИ3К)-зависимый  сигнальный путь принимает участие в 
передаче разнообразных сигналов в клетке. Было показано, что ФИ3К играет важную роль в инсулин - и 
тироксин (Т4)-зависимой регуляции синтеза холестерина (ХС) и жирных кислот (СЖК) в гепатоцитах путем 
активации транскрипционных факторов SREBP. В нашем исследовании мы использовали 
свежевыделенные гепатоциты 3-месячных крыс. Инкубация клеток с Т4 вызвала значительное повышение 
синтеза СЖК и ХС в гепатоцитах. Наряду с активацией липогенеза под действием Т4 повышается 
количество синтезированного de novo фосфоинозитид-3,4,5-трифосфата (ФИФ3). Известно, что ФИФ3 
является сигнальным мессенджером в ФИ3К зависимых сигнальных путях. Инкубация со специфическими 
ингибиторами ФИ3К, вортманином и LY294002 эффективно подавляла как липогенез, так и рост уровня 
ФИФ3 в гепатоцитах. Таким образом, в краткосрочной активации липогенеза тироксином ФИ3К играет 
важную роль. Однако, в клетках старого организма активность ФИ3К значительно снижается. Мы 
обнаружили, что в отличие от клеток молодых животных, изолированные гепатоциты 24-месячных крыс 
резистентны к стимуляции липогенеза тироксином. Активность ФИ3К в клетках может  подавляться 
церамидом (ЦЕР). ЦЕР - это минорный компонент клеточных мембран принимающий участие в 
поддержании структуры мембранных рафтов и апоптическом сигналинге в качестве вторичного 
мессенджера. ЦЕР-зависимые сигнальные пути антагонистичны ФИ3К-зависимым путям. Нашими 
предыдущими работами установлено повышение с возрастом уровня ЦЕР в гепатоцитах и других типах 
клеток старого организма, что может являться причиной резистентности клеток к Т4. Добавление в 
инкубационную среду молодых чувствительных к Т4 клеток экзогенного синтетического N-ацетил-D-
сфингозина (С2-ЦЕР) или N-гексаноил-D-сфингозина (С6-ЦЕР) подавляет липогенез, активированный 
гормоном подобно специфическим ФИ3К ингибиторам. Полученные данные свидетельствуют о том, что 
ЦЕР играет важную роль в развитии возрастной резистентности к краткосрочной регуляции липогенеза 
тироксином и этот эффект опосредован ингибированием ФИ3К-зависисмого звена сигнальной 
трансдукции. 
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Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)-dependent signal pathway is known to participate in transduction of different 
hormone signals. Essential role of PI3K was shown in insulin- and thyroxin (T4)-dependent upregulation of 
cholesterol (Ch) and fatty acids (FA) synthesis in hepatocytes through the Sterol Regulatory Element-Binding 
Proteins (SREBPs) transcription factors activation. However, PI3K contribution into short-term lipogenesis 
activation by T4, has not been fully investigated. In our study we have used ex-vivo hepatocytes of 3-month old 
rats, treated with T4 for 60 minutes. T4 treatment caused a significant increase in FA and Ch synthesis in 
hepatocytes. In addition to lipogenesis activation we have also determined increase of de novo synthesized 
phosphoinositide 3,4,5 triphosphate (PIP3) quantities under T4 action. PIP3 is known as a signal messenger in 
PI3K-dependent pathways. Using preincubation with PI3K specific inhibitors, wortmannin and LY294002 we have 
effectively suppressed both the lipogenesis activation and PIP3 increase in the T4-treated hepatocytes. Hence, 
we can suppose a primary role of PI3K in T4-dependent short-term lipogenesis regulation. However, in the cells 
of aged rats the PI3K activity markedly reduces. We have found that isolated hepatocytes of aged 24-month rats, 
in contrast to cells of young animals, are resistant to T4 lipogenesis stimulation. One of the probable natural 
mechanisms of the PI3K inhibition is suppression of PI3K by ceramide (Cer). Cer is a minor membrane 
component, which takes part in membrane raft structure maintenance and in apoptotic signaling as the second 
messenger. Cer-dependent signal pathways are antagonistic to PI3K-dependent pathways. Our previous studies 
demonstrated the age-dependent elevation of Cer levels in hepatocytes and other cell types of aged organism, 
which may be a cause to T4 resistance. Thus, to imitate the levated Cer level in young intact T4-sensitive cells we 
have added exogenous C2-ceramide (N-Acetyl-D-sphingosine) or C6-ceramide (N-hexanoyl-D-sphingosine) to 
incubation media, and discovered that ceramides have suppressed T4-activated lipogenesis in the same manner 
as specific PI3K inhibitors. With reference to these results we can assume high importance of PI3K suppression 
by Cer in age-dependent resistance to a short-term thyroid lipogenesis regulation. 
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ВПЛИВ КАЛІК[4]САРЕНУ С-90 НА РІВЕНЬ ІОНІЗОВАНОГО Са У КЛІТИНАХ МІОМЕТРІЯ 
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Кальцієвій помпі плазматичних мембран клітин міометрія належить суттєва роль у забезпеченні 

зниження концентрації Са2+ у цитоплазмі, а отже – у контролі релаксації механічної напруги. Тому вкрай 
важливим є пошук фізіологічно активних та фармакологічних сполук, котрі здатні модулювати Mg2+,АТР-
залежний транспорт Са2+ крізь плазматичну мембрану гладеньком'язевих клітин. Співробітники відділу 
біохімії м’язів Інституту біохімії ім.О.В.Палладіна НАН України показали, що калікс[4]арен С-90 є афінним 
та селективним (якщо порівнювати з ефектами на інші АТРази плазматичної мембрани) інгібітором 
кальцієвої помпи сарколеми клітин міометрія. Отже постало питання про дослідження впливу 
калікс[4]арену С-90 на рівень іонізованого Са у цитоплазмі клітин міометрія. 

Калікс[4]арен С-90 синтезували співробітники відділу хімії фосфоранів Інституту органічної хімії НАН 
України (зав. відділу – член-кореспондент НАН України професор В.І.Кальченко). Суспензію клітин 
міометрія невагітних щурів одержували за допомогою обробки тканини колагеназою. Підрахунок кількості 
клітин проводили з застосуванням гемоцитометра. Тестування життєздатності одержаних клітин 
проводили з використанням барвника трипанового синього – понад 95% клітин мали зелене забарвлення, 
що свідчить про цілісність плазматичної мембрани.  Рівень іонізованого Са у клітинах міометрія тестували 
за допомогою флуоресцентного барвника fluo4AM та спектрофлуориметру PTI Fluorescence Master 
Systems. Одержані результати аналізували за допомогою Felix GX Software. Клітини навантажували 5 мкМ 
зондом у темряві протягом 30 хв при 360С. Зонд, що залишився поза клітинами, відмивали за допомогою 
центрифугування, яке проводили двічі. Відмиті клітини суспендували у буфері наступного складу: 10 мМ 
Hepes (рН 7,4), 150 мМ NaCl.Досліди проводили на суспензії клітин міометрія у середовищі Хенкса. 
Додавання окситоцину (10-7М) приводить до збільшення рівня іонізованого Са у цитоплазмі клітин 
міометрія як за умов відсутності, так і присутності іонів Са у середовищі інкубації. При цьому за  
присутності 1 мМ Са2+ у середовищі інкубації пікові значення концентрації Са2+ у клітинах міометрія 
складали 175 ± 25% (n=7) у порівняні з такими за відсутності катіона у середовищі. Попередня інкубація 
суспензії клітин міометрія зі 100 мкМкалікс[4]ареном С-90 у присутності 1 мМ Са2+,  приводить до  суттєвого 
зниження амплітуди окситоцин-індукованого збільшення концентрації Са2+ у цитоплазмі клітин. Маємо 
зазначити, що пікові значення концентрації Са2+ за впливу окситоцину у присутності калікс[4]арену С-90 
складали 48 ± 6% (n=5) у порівнянні з контролем. Інкубація клітин міометрія з калікс[4]ареном С-90 
супроводжувалась також зменшеннямшвидкості подальшого зниження концентрації катіона, що може бути 
наслідком гальмування активності кальцієвої помпи плазматичних мембран міометрія.  

Автор висловлює вдячність співробітникам відділу хімії фосфоранів Інституту органічної хімії НАН 
України (зав. відділу – член-кореспондент НАН України професор В.І.Кальченко) за наданий калікс[4]арен 
С-90 та члену-кореспонденту НАН України професору С.О.Костеріну і доктору біологічних наук 
С.Г.Шликову за плідне обговорення  результатів. 
 
  



 
 

 68

CALIX[4]ARENE  С- 90  INFLUENCE  ON  IONIZED  Са  LEVEL  IN MYOMETRIUM  CELLS 
 

Babich  L.G. 
 

Palladin Institute of Biochemistry NAS of Ukraine, Kyiv 
e-mail: babich@biochem.kiev.ua 

 
The calcium pump of myometrium cell plasma membranes carries out a substantial role in providing of 

Са2+concentration decline in cytoplasm, and thus - in control of mechanical tension relaxation. Therefore a search 
of physiologically active and pharmacological substances that is able to modulate Mg2+,АТР-dependent Са2+ 
transport through the smooth muscle plasma membranes is extremely important. The employees of Muscles 
Biochemistry Department of Palladin Institute of Biochemistry NAS of Ukraine showed that calix[4]arene С- 90 is 
the affine and selective(if to compare to the effects on other АТРases of plasma membrane) inhibitor of 
myometrium  sarcollema calcium pump. Thus a question arousedto study the influence of calix[4]arene С- 90 on 
the level of ionized Са in the cytoplasm of myometrium cells. 

Calix[4]arene С- 90 was synthesized  by the employees of Phosphoranes Chemistry Department of Institute of 
Organic Chemistry NAS of Ukraine(head of department is corresponding member of NAS of Ukraine professor 
V.I.Kalchenko). Myometrium cells of unpregnant rats were obtained usingcollagenase. The number of myocytes 
was calculated using a hemocytometer. The percentage of viable cells determined after staining with  trypan blue 
was more than 95%. The level of ionized Са in the myometrium cells was tested by using  fluorescent dye 
fluo4AM and spectrofluorimeter  PTI Fluorescence Master Systems. To measure cytosolic free Camyometrium 
cells were incubated with 5 µM  fluo4AM(λex=488 nm, λflu =520 nm) in dark during 30 min at 360С. A fluorescent 
probe that remained out ofcells was washed by means of centrifugation that was conducted twice.Finally  cells 
were suspended in 10 мМ Hepes(рН 7,4), 150 мМ NaCl. Experiments on spectrofluorimeter were conducted in 
Henks solution.  Oxytocin (10-7М)  additionto the incubation medium resulted in the increase of ionized Са level in 
the cytoplasm of myometrium cells both at the absence and presence  of Са ions. At  the presence of 1 мМ Са2+ 
in the incubation medium  the maximum Са2+ concentration values in the myometrium cells were 175 ± 25%(n=7) 
in compared to such in the absence  of cation.Preliminary incubation of myometrium  cells suspension with  100 
µМ calix[4]arene C-90 in presence of 1 мМ Са2+  resulted in  the substantial decline of oxytocin-induced increase 
of Са2+ concentration in the cytoplasm of cells. It should be indicated  that maximum values of Са2+ concentration 
at oxytocin treatment  in presence of calix[4]arene С- 90 were 48 ± 6%(n=5) in comparing to control. Incubation of 
myometrium cells withcalix[4]arene С- 90 was accompanied also by reduction of rate of further decline of cation 
concentration that can be the consequence of inhibition of calcium pump activity of myometrium  plasma 
membranes. 

Author thanks employees of Phosphoranes Chemistry Department of Institute of Organic Chemistry  NAS of 
Ukraine (head of department is corresponding member of NAS of Ukraine professor V.I.Kalchenko) for given 
calix[4]arene C-90 and  corresponding member of NAS of Ukraine professor S.О.Kosterin and doctor of biological 
sciences S.G. Shlykov for the fruitful discussion  of results. 
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Розиглитазон – препарат, принадлежащий к классу тиазолидиндионов -  лигандов ядерного рецептора 
peroxisome proliferator-activated receptors gamma (PPARγ), которые используются в настоящее время для 
лечения диабета. В некоторых случаях они оказывают антиканцерогенный эффект. В частности, 
установлено ингибирующее  действие PPARγ на развитие  опухолей печени (1).   

В данной работе мы исследовали влияние росиглитазона на некоторые показатели обмена веществ и 
экспрессию ядерных рецепторов печени на ранних стадиях гепатоканцерогенеза, вызванного введением  
орто-аминоазотолуола (ОАТ). Самцам мышей линии DD/Не, высокочувствительной к действию 
химических канцерогенов, в течение 2 месяцев 4-кратно вводили ОАТ в дозе 225мг/кг веса тела. Половина 
животных на фоне канцерогена получала розиглитазон с кормом в дозировке 50мг/кг корма.  Контролем 
служили животные, получавшие инъекции растворителя. Определяли показатели углеводно-жирового 
обмена, уровень фактора некроза опухоли альфа (ФНОα) в крови, а также экспрессию ядерных 
рецепторов (ЯР): PPARγ, PPARα, конститутивного рецептора андростанов(CAR) и их генов-мишеней 
CYP2b10 и Ugt1a1 в ткани печени.  Экспрессию генов оценивали методом количественной ПЦР в 
реальном времени. Было установлено, что ОАТ снижает уровень глюкозы и триглицеридов в крови и 
значительно повышает концентрацию воспалительного цитокина ФНОα. Розиглитазон  приводил к 
нормализации уровня ФНОα в крови, но не влиял на показатели углеводно-жирового  обмена. Введение 
ОАТ в 2 раза повышало  экспрессию  ЯР CAR и в 8 раз экспрессию его маркёрного гена CYP2b10. 
Экспрессия остальных генов не отличалась от контроля. Розиглитазон  повышал экспрессию  генов PPARγ 
и Ugt1a1 и снижал экспрессию ЯР PPARα.Как известно, как воспаление, так и активация ЯР CAR и PPARα 
стимулирует гепатоканцерогенез у мышей (2). 

Таким образом, розиглитазон, подавляя воспалительную реакцию и снижая экспрессию  PPARα, может 
тормозить развитие опухолей печени. 

 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (проект № 11-04-00545-а) 
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Rosglitazone is a member of thiazolidinediones class is potent synthetic agonists of the ligand-activated 

transcription factor peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPARγ) that is use for medical treatment 
of type 2 diabetes. In some occasions it demonstrates an anticarcinogenic effect. In particular, an inhibition effect 
of PPARγ on liver tumor development was observed (1).  

This work deals with investigation of rosiglitazone effect on several metabolic characteristics and hepatic 
nuclear receptors expression during early stage of hepatocarcinogenesis caused by ortho-aminoazotoluene 
(OAT) application. Males of DD/Не inbred mouse strain are sensitive to chemical carcinogenesis were treated by 
OAT injections (225 mg/kg BW) 4 times for 2 months. A half of treating animals group got rosiglitazone (50 mg 
/kg) by gavage. Control animals were injected by pure solvent. Glucose, triglycerides and tumor necrosis factor 
alpha (TNFα) blood levels as well as nuclear receptors (NR): constitutive androstane receptor (CAR), PPARγ and 
PPARα and their target genes: CYP2b10 and Ugt1a1 expression in liver tissues were studied. Quantitative real-
time PCR was used for gene expression estimation. It was established that OAT decrease glucose and 
triglycerides blood levels and significantly increase TNFα concentration. Rosglitazone caused to normalization of 
blood TNFα level but did not affect on metabolic characteristics. OAT application led to double increase in hepatic 
CAR expression and eight times increase in mRNA CYP2b10 content. All other genes expression did not differ 
from control. Rosiglitazone increased PPARγ and Ugt1a1 genes expression and decreased PPARα expression. 
As it is known both inflammation and PPARα activation lead to hepatocarcinogenesis stimulation in mice (2). 

Therefore rosiglitazone is able to retard tumor development  whereby it suppresses inflammation and 
decreases PPARα expression. 
 

This work was supported by RFBR grant 11-04-00545-а 
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Актуальной является задача повышения физической работоспособности и ускорения протекания 
восстановительных процессов после физических нагрузок. Наряду с физиотерапевтическими 
процедурами для этой цели разрабатываются и внедряются в практику лекарственные средства и 
биологически активные добавки. Один их способов - применение комбинированных рецептур 
биологически активных веществ, не являющихся "допингами". 

Ранее на животных нами были протестированы лекарственные препараты пластического, 
энергетического типа действия, с антиоксидантной активностью и выявлены наиболее эффективные 
средства, повышающие работоспособность. Одним из таких препаратов явился милдронат (Grindex / 
Фармстандарт Уфа, Россия).  

Целью настоящих исследований было разработать наиболее эффективную фармацевтическую 
композицию  на основе милдроната для повышения физической выносливости организма. В состав 
рецептур помимо милдроната были включены ацизол, метапрот, аспаркам, экдистен и дифенин. 
Исследовались двухкомпонентные и трехкомпонентные рецептуры. 

Эксперименты проводили на белых беспородных крысах массой 200±30 г., которых разделили на 
контрольные и опытные группы по 10 особей в каждой. Животным контрольных групп вводили 
дистиллированную воду. Животным опытных групп - водные растворы исследуемых композиций 
однократно после второго плавания пероральным путем. Физическую нагрузку моделировали в тесте 
«принудительного плавания» [1]. Регистрируемыми показателями являлись: t1- время первичного заплыва 
до отказа от плавания; t5 - время второго (после 5 минут отдыха) заплыва до отказа от плавания; t40 - 
время третьего заплыва до отказа от плавания через 40 минут после введения препарата. Рассчитывали 
степень изменения работоспособности при втором заплыве t5/t1*100 % и при заключительном заплыве 
t40/t1*100%, а также степень восстановления работоспособности t40/t5*100 %.  

Установлено, что наибольшее позитивное воздействие на общую физическую работоспособность 
оказывает рецептура милдронат+метапрот+аспаркам: показатели восстановления и повышения 
работоспособности животных при ее введении увеличивались на 45 % по сравнению с контролем. 
Отмечено, что данные показатели воздействия значительно выше у рецептуры, чем у ее компонентов: на 
49, 59 и 50% по сравнению с милдронатом, метапротом и аспаркамом, соответственно. Обнаруженное 
комбинированное действие отражает эффект потенцирования. Проведен подбор содержания компонентов 
рецептуры, результаты испытаний приведены на рисунке, из которого видно, что наиболее эффективным 
является следующее соотношение: милдронат : метапрот : аспаркам = 10,7 : 14,3 : 5,0 мг/кг. 

 
Рис. Разность (%) между показателями восстановления и повышения работоспособности животных при введении 

смеси милдронат+метапрот+аспаркам разного количественного соотношения, в мг/кг,  (1 - 10,7:14,3:5,0;  2 - 5,0:5,0:5,0; 3 
- 10,0:10,0 5,0; 4 -7,5:15,0:5,0) и аналогичными показателями контрольных групп. 

 

У животных при однократном введении данной рецептуры не отмечено патологических изменений 
биохимических показателей сыворотки крови и морфологического состава периферической крови, что 
позволяет рекомендовать ее для дальнейших испытаний. 
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An important task is to improve physical efficiency and accelerate recovery process after physical loading. For 
this purpose along with physiotherapy there are developed and put into practice medicines and dietary 
supplements. In order to obtain the desired effect there may be used compounding of biologically active 
substances which are not "dope." 

Earlier we have tested drugs with plastic, energetic type of action, antioxidant activity using laboratory animals 
and have identified the most effective substances for efficiency increasing. One of such drugs was Mildronate 
(Grindex / Pharmstandard Ufa, Russia). 

The aim of the present study was to develop the most effective pharmaceutical composition based on 
Mildronate to increase physical efficiency of an organism. The compositions included also Acyzol, Metaprot, 
Asparkam, Ecdystene and Phenytoin. We studied two- and three-component mixtures. 

Experiments were conducted using white non-inbreeding rats weighing 200 ± 30 g. They were divided into 
control and experimental groups of 10 animals each. Control animals were injected with distilled water. Animals 
from test groups got aqueous solutions of the studied compositions once after the second swimming by oral 
introduction. Physical activity was simulated in the test "forced swimming" [1]. There were registered: t1 - time of 
the first swimming up to the refuse of animals; t5 - time of the second (after 5 minutes of rest) swimming up to the 
refuse; t40 - time of the third (40 minutes after drug introduction) swimming up to the refuse. We calculated the 
rate of the efficiency changing in the second swimming t5/t1 * 100%, in the final swimming t40/t1 * 100% and the 
degree of recovery of physical efficiency t40/t5 * 100%. 

It was found that composition Mildronate + Metaprot + Asparkam had the most positive impact on physical 
efficiency of rats: the rates of its recovery and increase rose by nearly 45% compared with the control. These 
characteristics of the mixture effect were shown to be much more than those of the effect of its components: by 
49 %, 59 % and 50 % compared with Mildronate, Metaprot and Asparkam, correspondingly. Discovered combined 
influence reflects the effect of potentiation. Selection of quantitative content of components in composition was 
conducted, the results of the tests are shown in the figure, which indicates that the relationship Mildronate : 
Metaprot : Asparkam = 10,7 : 14,3 : 5,0 mg/kg is the most effective. 
 

 
Fig. Difference (%) between the rates of recovery and increase of the physical efficiency of animals,  

obtained for the mixture Mildronate + Metaprot + Asparkam of different proportions, mg/kg, 
(1 - 10,7:14,3:5,0;  2 - 5,0:5,0:5,0; 3 - 10,0:10,0 5,0; 4 -7,5:15,0:5,0)  

and the corresponding rates for control groups. 
 

We didn’t observe pathological changes in biochemical characteristics of blood serum and in morphological 
composition of the peripheral blood of the animals in the case of a single oral introduction of the developed 
compounding. It allows us to recommend the compounding for further testing. 
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Лечение стеатогепатитов алкогольной природы (АСГ) представляется весьма сложной задачей в связи 
с трудностями проведения этиотропной терапии и отсутствием доказательной базы для большинства 
предлагаемых препаратов. Оценка  подходов к лечению этой патологии по-прежнему остается 
неоднозначной. Поиск новых фармакологических агентов проводится, как правило, среди соединений, 
имеющих высокий индекс безопасности. Одним из немногих препаратов, отвечающих этим требованиям, 
является УДХК. Поскольку в настоящее время показана довольно высокая эффективность применения 
комбинационной фармакотерапии неалкогольных стеатогепатитов [1], целью настоящего исследования 
явилось изучение    эффективности применения УДХК при АСГ в сочетании с бетаином. 

Методы: В опыте использованы крысы-самки Вистар (180-200 г). Алкогольный стеатогепатит (АСГ) 
индуцировали с помощью жидкой этанолсодержащей диеты Либера-ДеКарли (ЭСД), на которой животные 
содержались в течение 12 недель. Контрольная группа получала безалкогольную диету, в которой этанол 
был изокалорийно замещен мальтодекстрином. Крысы опытных групп получали в течение последних 4 
нед. на фоне ЭСД монопрепарат УДХК (30 мг/кг веса) или комбинацию УДХК с бетаином (100 мг/кг). 
Степень повреждения печени  оценивалась морфологическими и биохимическими методами.  

Результаты эксперимента представлены в таблице. Гистологическое исследование показало наличие 
выраженного стеатогепатита у крыс на ЭСД (макровезикулярная жировая дистрофия, очаги некрозов 
гепатоцитов, лимфоцитарная инфильтрация). Введение исследуемой комбинации, но не монопрепарата, 
улучшало гистологическую картину печени, снижая интенсивность признаков стеатоза и воспаления и 
относительную площадь суданофильного окрашивания. В сыворотке крыс обеих опытных групп отмечено 
уменьшение  ферментемии, триглицеридемии (ТГ) и уровня провоспалительного цитокина α (ФНО-α), 
тогда как относительная нормализация содержания ТГ в печени наблюдалась только в случае 
сочетанного введения препаратов. УДХК проявила более выраженное действие в отношении показателей 
свободнорадикального окисления (увеличение концентрации ГSH, снижение наработки ТБКРС). 
 

 Контрольная 
диета 

ЭСД ЭСД+УДХК ЭСД+УДХК+Бетаин 

Сыворотка 
АлАТ, (МЕ/л) 0,36  0,014 0,62  0,027a 0,55  0,020a b 0,43  0,021 a b 
АсАТ, (МЕ/л) 0,67  0,018 0,90  0,015 a 0,77  0,026 a b 0,70  0,021 b 
Щел. ф-за, (МЕ/л) 3,19  0,093 5,91  0,224 a 4,48  0,159 a b 4,00  0,229 a b 
ФНО-α, пг/мл 4,10±0,54 13,40±2,47 a 4,08±1,44 b 2,55±0,32 b 

Триглицериды, 
(ммоль/л) 

1,38 0,028 2,16 0,058 a 1,83 0,066 a b 1,74 0,047 a b 

Печень 
Отн. площадь 
суданофилии, %  

3,17±0.47 7.39±1.03 a 7.41±1.52 3.98±0.75 b 

Триглицериды, 
(мг/100г ткани) 

1417  38.82 3197  77.40a 3011  69.90 a 2632  35.89 a b 

ТБКРС,  
(нмоль/мг белка) 

23.1±1.07 32.0±3.07 а 20.7±3.89 b 29.5±1.12 a 

Глутатион восст., 
(нмоль/мг белка) 

11.1±0.34 8.3±0.73a 14.2±0.91a b 10.6±0.42  b 

 а - Р <0,05, по отношению к контрольной группе; b - Р <0,05,  по отношению к группе, получавшей ЭСД. 
 
Заключение: вышеизложенные данные свидетельствуют о гепатозащитных свойствах комбинированного 
препарата УДХК и бетаина. Это подтверждает целесообразность его дальнейших исследований. 
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The treatment of alcoholic steatohepatitis (ASH) is a very complicated problem, because it is connect with 
carrying out of etiotropic therapy and absent of evidential base for most of proposed drugs. So, the estimate of 
ways of this pathology treatment remains ambiguous. The search of a new pharmacology agent is carry out, as a 
rule, among compounds with high safety index. UDCA is correspond with this demands. At the present time is 
shown high effectiveness of combination pharmacotherapy of non-alcoholic steatohepatitis [1]. The aim of our 
assay was study of effectiveness application of UDCA and betaine combination in ASH. 

Methods: Female Wistar rats (180-200 g) were used in experiment. Alcoholic steatohepatitis (ASH) was 
induced by liquid ethanol-containing diet of Lieber-DeCarli (ECD), which administrated by animals during 12 
weeks. Control group received ethanol-free diet with isocaloric volume of maltodextrine. Rats from two 
experimental groups received during last 4 weeks monoform of UDCA (30 mg/kg, b.w.) or its combination with 
betaine (100 mg/kg, b.w). The degree of damage of liver was evaluated histologically and biochemically. 

Results of assay are present in table. The histologic studies demonstrated marked steatohepatitis in rats 
received ECD (macrovesicular fatty dystrophy, necrosis of hepatocytes, limphocitary infiltration). The 
administration of assay combination, not monopreparate, improved liver histology decreasing liver steatosis and 
inflammatory signs and sudanofilic square in the liver. In serum of both assay groups were noted deacreasing of 
marker enzyme activities, triglycerides (TG) and level of proinflammation cytokine TNF-α. In the same time 
relative normalization of TG content in liver was noted only in group with combination therapy. UDCA 
demonstrated more expressive effect on processes of free-radical oxidation in liver (increase of GSH 
concentration, lowering of TBARS level). 
 

 
Control diet ECD ECD +UDCA 

ECD 
+UDCA+Betaine 

Serum 
ALT, (UЕ/l) 0,36  0,014 0,62  0,027a 0,55  0,020a b 0,43  0,021 a b 
AST, (UЕ/l) 0,67  0,018 0,90  0,015 a 0,77  0,026 a b 0,70  0,021 b 
Alkaline. 
phosphatase, (UЕ/l) 

3,19  0,093 5,91  0,224 a 4,48  0,159 a b 4,00  0,229 a b 

TNF-α, pg/ml 4,10±0,54 13,40±2,47 a 4,08±1,44 b 2,55±0,32 b 

Triglycerides, 
(mmol/l) 

1,38 0,028 2,16 0,058 a 1,83 0,066 a b 1,74 0,047 a b 

Liver 
Square of sudanofilic 
areas, %  

3,17±0.47 7.39±1.03 a 7.41±1.52 3.98±0.75 b 

Triglycerides, 
(mg/100 g tissue) 

1417  38.82 3197  77.40a 3011  69.90 a 2632  35.89 a b 

TBARS,  
(nmol/mg of protein) 

23.1±1.07 32.0±3.07 а 20.7±3.89 b 29.5±1.12 a 

Glutation reduced, 
(nmol/mg of protein) 

11.1±0.34 8.3±0.73a 14.2±0.91a b 10.6±0.42  b 

 а - Р <0,05, in comparison with control group; b - Р <0,05, in comparison with ECD group. 
 

Conclusion: Our finding suggests that the investigated combination developed hepatoprotective therapeutic 
effect in rats with ASH. However, further search is required. 
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Хоча існують повідомлення про те, що у пацієнтів з синдромом Золлінгера–Еллісона та у пацієнтів з 

атрофічним гастритом, асоційованих з гіпергастринемією, часто спостерігається діарея, механізм її 
розвитку досліджений мало. Ми припустили, що діарея на фоні гіпергастринемії може бути результатом 
порушення моторики травного тракту та збільшення електрогенної секреції іонів CI- через апікальні 
трансмембранні СFTR-канали (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), так як всмоктування 
води в кишечнику відбувається за рахунок осмотичного градієнту, що головним чином створюється саме 
іонами Cl-, та в меншій мірі секрецією HCO3- і пасивним рухом Na+ через парацелюлярий простір.  

Метою роботи було дослідити вплив тривалої гіпергастринемії, викликаної омепразолом, на моторику 
шлунково-кишкового тракту, всмоктування води через епітелій ободової кишки (ОК) у щурів та експресію 
протеїну CFTR в колоноцитах. 

Дослідження проведені на білих нелінійних щурах, розділених на 2 групи. Щури першої групи слугували 
контролем. Їм упродовж 28 днів щоденно внутрішньоочеревинно вводили 0,5 мл води для ін’єкцій. Щурам 
другої групи упродовж 28 днів щоденно вводили блокатор H+,K+-АТФази омепразол (виробництва «Sigma-
Aldrich», США) в дозі 0,14 мл/кг, розчинений у 0,5 мл води для ін’єкцій. Через день після останнього 
введення щурам води або омепразолу проводили експериментальні дослідження. Гастрин в плазмі крові 
визначали радіоімунологічним методом із використанням аналітичного набору фірми "МР Biomediсals, 
LLC" (USA). Тварин наркотизували уретаном (Sigma, США) (1,1г/кг ваги внутрішньоочеревинно) та 
досліджували балонографічним методом моторику шлунка та товстої кишки. Після 2-х годинного запису 
моторики щурам внутрішньоочеревинно вводили стимулятор моторики агоніст ацетилхолінових рецепторів 
карбахолін. У частини щурів визначали транспорт води через епітеліальний шар ОК методом перфузії 
ізольованої ділянки кишки в умовах досліду in vivo. В якості перфузійного розчину використовували розчин 
Кребса-Хенселайта (рН 7,3–7,4) з додаванням неабсорбованого маркера фенолового червоного (20 мг/л). 
Після еквілібраційного періоду (60хв.) відтікаючий розчин збирали через кожні 20 хв. протягом 180 хв. 
Рівень всмоктування води визначали шляхом спектрофотоколориметричного аналізу, з урахуванням 
поправки на неспецифічну абсорбцію. Також визначали експресію протеїну CFTR методом вестерн блот 
аналізу. Шлунок та товстий кишечник піддослідних тварин був досліджений за допомогою морфологічних 
методів, для чого їх видаляли відразу після декапітації кожного щура, фіксували за допомогою 10% 
нейтрального формаліна, виготовляли парафінові зрізи та фарбували гематоксилін-еозином за Бьомером. 
Якісні та кількісні характеристики гістологічних препаратів аналізували на світлооптичному рівні при 
збільшенні до х120. 

Встановлено, що після 28 днів введення омепразолу у щурів рівень гастрину в плазмі крові зростав на 
189,3% (р<0,05), тобто розвивалася виражена гіпергастринемія. Після 28-ми денного введення омепразолу 
частота скорочень в шлунку та товстій кишці не змінювалась, проте амплітуда скорочень зменшувалась в 
шлунку та товстій кишці відповідно на 77% та 65,7% (р<0,01) у порівнянні з контрольною групою щурів. 
Моторна реакція на карбахолін була слабшою як в шлунку, так і в товстій кишці. У щурів з 
гіпергастринемією зменшувалося всмоктування води через епітелій товстої кишки на 44,1% (р<0,05) у 
порівняні з контрольною групою. Дослідження морфологічних показників слизової оболонки товстої кишки у 
групі щурів після 28 днів введення омепразолу виявило ознаки легкої та помірної дисплазії, що проявилася 
у статистично значущому збільшенні ширини слизової оболонки та глибини крипт, а також у зменшенні 
площі перерізу ядер епітеліоцитів, зменшенні площі перерізу ядер колоноцитів, видовженні ядер, що 
можливо, свідчить про немітотичне ділення клітин на дні крипт слизової оболонки товстої кишки щурів цієї 
групи. Рівень протеїну СFTR в слизовій оболонці товстої кишки щурів після 28 денного введення 
омепразолу збільшувався більш ніж у 4 рази (р<0,05) в порівнянні з контрольною групою щурів. 

Ми припускаємо, що збільшення рівня протеїну CFTR пов’язано зі збільшенням проліферації клітин в 
зоні крипт слизової оболонки товстої кишки за умов тривалої гіпергастринемії, що підтверджено змінами 
морфологічних показників у даній групі тварин, які свідчать про немітотичне ділення клітин на дні крипт 
слизової оболонки товстої кишки щурів цієї групи. Хоча не можна відкидати прямий вплив гастрину на 
експресію CFTR. З іншого боку підвищення експресії СFTR каналів і, як наслідок збільшення секреції, може 
бути результатом компенсаторної відповіді організму на зниження рН, що спостерігається на фоні 
тривалого введення омепразолу. Адже, секреція СІ є основним механізмом підтримання гомеостазу 
ентероцитів та створення захисного бар’єру слизової оболонки кишечника.  

Таким чином, гіпергастринемія, викликана 28-ми добовим введенням омепразолу, спричиняє зниження 
моторної активності травного тракту та зниження рівня всмоктування води через епітелій товстої кишки 
щурів. Гіпотонічний тип моторики та збільшення рівня електрогенних СІ селективних СFTR каналів в 
епітеліальних клітинах слизової оболонки товстої кишки є одними з можливих механізмів про-секреторних 
змін на фоні тривалої гіпергастринемії.   
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Although there are reports that in patients with Zollinger-Ellison syndrome and in patients with atrophic 
gastritis associated with hypergastrinaemia often observed diarrhea, the mechanism of its development poorly 
researched. We suggested that diarrhea against the background hypergastrinemia may be result of decrease of 
gastrointestinal motility and increase of electrogenerated secretion of ions CI- via apical transmembrane channels 
СFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) since water absorption in colon is dependent on an 
osmotic gradient, which is mainly generated by Cl-  and, to a smaller extent, HCO3

- secretion, with Na+ passively 
following through the paracellular space. 

The aim of the study was to investigate in rats the influence of long-term hypergastrinemia evoked by 
omeprazole on gastro-intestinal motility, water absorption via the epithelium of colon and expression of protein 
CFTR by сolonocytes. 

The investigations were done on white non-linear rats which were divided into 2 group. Animals of the 1st 
group (control) were intraperitoneally (i.p.) injected with 0,2 ml of H2O during 28 days. Animals of the 2nd group 
during 28 days were injected with inhibitor of Н+-К+-ATPase OM (14 mg/kg, diluted in 0,2 ml of H2O) («Sigma-
Aldrich», USA). In a day after last injection to the rats water or omeprazole we conducted experimental 
procedures under urethane («Sigma-Aldrich», USA) anesthesia (1,1 g/kg, i.p.). Gastrin level in blood plasma was 
determined by radio-immuno assay method with using analytical radiac set of company "МР Biomediсals, LLC" 
(USA). Motility of stomach and colon and was investigated by balloongraphic method. In a 2 hours of motility 
recording the rats were i.p. injected with agonist of acetylcholine receptors carbachol. In the part of rats we 
studied water transport via epithelium of colon by method of perfusion of isolated part of colon in conditions in 
vivo. As perfusion solution we used Crebs-Henselite solution (рН 7,3–7,4) with addition of unabsorbed marker 
phenol red (20 mg/l). After equilibrational period (60 min) perfusion solution was collected every 20 min during 
180 min. The level of water absorption was measured by method of spectrophotometer analysis subject to 
correction on nonspecific absorption. Also we determined CFTR protein expression by method of Vestern Blot 
analysis. Stomach and colon of experimental animals were investigated by morphological methods, for which 
stomach and colon fragments were fixed in 10% neutral formalin solution and the material was embedded in 
paraffin. Serial section of 5-7 μm thickness were made on rotor microtome and then stained with hematoxylin and 
eosin. Histological preparations were analyzed at microscope magnification ×120.  

It was established that in a day after 28 days of omeprazole injection gastrin level in blood plasma of rats was 
increased by 189,3% (р<0,05), that is expressed hypergastrinemia was developed. After 28 days of omeprazole 
injection frequency of contractions in stomach and colon didn’t change but amplitude of contractions in stomach 
and colon decreased appropriately by 77% та 65,7% (р<0,01) compared to control. Motor reaction evoked by 
carbachol was weaker in stomach and colon. In rats with hypergastrinemia absorption of water via epithelium of 
colon decreased by 44,1% (р<0,05) by comparison with control group. The study of morphological values of colon 
mucosa in group rats after 28 days of omeprazole injection shown the signs of light and moderate dysplasia was 
developed in significant increase of depth of epithelium and depth of crypts and also in diminishing of area of 
nucleus section of epithelial cells and of colonocytes; the nucleus became lengthened that it perhaps is witness of 
unmitotic division of cells on the ground of crypts of colon mucosa in rats of this group. The level of protein СFTR 
in colon mucosa of rats after 28 days of omeprazole injection was increased more than by 4 times (р<0,05) 
compared to control group of rats. 

We suggested that rise of protein CFTR level is connected with increase of cells proliferation in zone of crypts 
of colon mucosa in conditions of long-term hypergastrinemia that is confirmed by changes of morphological 
values in this group of rats, that are witness of unmitotic division of cells on the ground of crypts of colon mucosa 
in rats of this group. Also it cannot be reject direct influence of gastrin on CFTR expression. On the other hand, 
the increase of СFTR channels expression and as the result the raising of secretion may be result of 
compensatory answer of organism on рН diminishing that are observed against the background of long-term 
injection of omeprazole. As СІ- secretion is basic mechanism of homeostasis maintaining of enterocytes and 
formation of protective barrier of colon mucosa.  

Thus, hypergastrinemia evoked by 28 days injection of omeprazole leads to decrease of gastrointestinal 
motility and reduction of water absorption via the colon epithelium in rats. Hypotonic type of motility and 
augmentation of the level of electrogenerated СІ- selective СFTR channels in colon mucosa are possible 
mechanisms of prosecretory changes in colon against the background of long-term hypergastrinemia.  
  



 
 

 77

ВИКОРИСТАННЯ КАЛЬЦИТОНІНУ ДЛЯ КОРЕКЦІЇ СТРУКТУРНИХ ЗМІН В ОРГАНІЧНОМУ МАТРИКСІ 
КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ РІЗНИХ ВІДДІЛІВ СКЕЛЕТУ ЗА УМОВ ЕМОЦІЙНОГО СТРЕСУ,  

НЕДОСТАТНОСТІ ГОНАД ТА ЇХ ПОЄДНАНОГО ВПЛИВУ 
 

Білець М.В. 
 

Вищий державний навчальний заклад України “Українська медична стоматологічна академія” 
Полтава, Україна 

e-mail: biletsmar@gmail.com 
 

Кальцитонін являється потужним інгібітором активності остеокластів, які мають велику кількість 
специфічних рецепторів до гормону [1,3,4]. Крім цього є відомості, що кальцитонін ефективно інгібує 
формування остеокластів з попередників у кістковому мозку [2,4].  

Мета даної роботи – дослідити можливості використання кальцитоніну для корекції структурних змін в 
органічному матриксі кістковій тканині різних відділів скелету (нижньої щелепи, хребців та стегнової кістки) 
за умов емоційного стресу, недостатності гонад та їх поєднаного впливу. 

Експерименти виконані на 160 статевозрілих щурах Вістар обох статей. Емоційний стрес (ЕС) 
відтворювали за методом Є.А. Юматова, недостатність гонад (НГ) - за методом Я.Д. Кіршенблата. 
Корекцію кальцитоніном проводили напередодні моделювання ЕС введенням підшкірно препарату 
кальцитоніна лосося “Міакальцик” (0,2 мкг/кг) (Novartis, Норвегія). В кістковій тканині (KT) нижньої щелепи, 
хребців та стегнової кістки визначали показники органічного матриксу (вуглеводні похідні глікопротеїнів: 
фукоза, N-ацетилнейрамінова кислота; та протеогліканів: гіалуронової кислоти та хондроїтин-сульфатів).  

Поєднаний вплив ЕС та НГ призвів до максимального підвищення рівня N-ацетилнейрамінової кислоти 
в КТ нижньої щелепи у щурів обох статей: в 1,3 рази - у самців, в 1,7 рази - у самок та в 1,4 разу в стегновій 
кістці у щурів обох статей.  

За умов парціального впливу емоційного стресу та недостатності гонад концентрація гіалуронової 
кислоти достовірно не змінилась порівняно з інтактними тваринами у щурів обох статей. Сполучена дія 
емоційного стресу та недостатності гонад призвела до підвищення рівня гіалуронової кислоти у самців в 
1,4 рази в КТ нижньої щелепи, в 1,3 рази – в КТ стегнової кістки та в 1,2 рази – в КТ хребців; у самок: в 1,2 
рази – в КТ нижньої щелепи та в 1,3 рази – в КТ хребців. 

За умов емоційного стресу концентрація хондроїтинсульфатів достовірно збільшилась в 1,3 рази тільки 
в кістковій тканині нижньої щелепи самців, а в КТ нижньої щелепи самок – в 1,2 рази порівняно з 
інтактними тваринами. Тестектомія та оваріоектомія не призвели до достовірного підвищення рівня 
хондроїтинсульфатів в КТ різних відділів скелету у щурів обох статей. Сполучена дія ЕС та недостатності 
гонад призвела до підвищення рівня хондроїтинсульфатів в КТ нижньої щелепи самців в 1,5 рази, а самок 
– 1,3 рази. За цих же умов спостерігалось підвищення хондроїтинсульфатів в КТ хребців в 1,3 рази у 
самців і у самок. 

Нами встановлено, що поєднана дія ЕС та НГ, на відміну від їх парціальної дії, підсилює структурні 
зміни в органічному матриксі КТ різних відділів скелету нижньої щелепи, про що свідчить максимальне 
підвищення вмісту вуглеводних похідних неколагенових білків. Корекція метаболічних змін в органічному 
матриксі нижньої щелепи, хребців та стегнової кістки за допомогою кальцитоніну за умов НГ, ЕС та їх 
поєднаної дії сприяла нормалізації вмісту N-ацетилнейрамінової кислоти, гіалуронової кислоти та 
хондроїтин-сульфатів.  

Таким чином, кальцитонін ефективно усуває структурно-метаболічні зміни в органічному матриксі 
кісткової тканини різних відділів скелету, ініційовані емоційним стресом та недостатністю гонад та здійснює 
антирезорбтивний вплив.  
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Calcitonin is a potent inhibitor of osteoclast activity, which have a large number of specific receptors to the 
hormone [1,3,4]. In addition, there is evidence that calcitonin effectively inhibits the formation of osteoclast 
precursors in the bone marrow [2,4]. 

The aim of the research is to study the possibility of the use of calcitonin for the correction of structural 
changes in the bone tissue organic matrix of different parts of skeleton undercondition of emotional stress and 
gonade deficiency and their combined action. Experiments are executed on 160 rats of Vistar of both sexes. 
Emotional stress (ES) was reproduced after the method of E.A. Yumatov, deficiency of gonad (DG) - after the 
method of Ya.D. Kirshenblat. The correction of сalcitonin was reproduced by hypodermic introduction of salmon 
calcitonin of “Miakalcik” (0,2 mkg/kg) (Novartis, Norway). Indicators of bone tissue (BT) metabolism (content of N-
acethylneuraminic acid, hyaluronic acid and chondroitin-sulfates) were determined in the bone tissue of lower jaw, 
femur and vertebrae.  

Combined effects of ES and DG increased of N-acetylneuraminic acid level in BT of lower jaw in rats of both 
sexes: 1.3 times – for males, 1.7 times – for females and 1.4 times in the femur in rats of both sexes. 

By partial effects of ES and DG concentration was not significantly changed compared to intact animals in rats 
of both sexes. Combined action of emotional stress and deficiency of gonad increased level of hyaluronic acid in 
1.4 times for males in BT of lower jaw, in 1.3 times - in BT of femur and in 1.2 times – in BT of vertebrae; for 
females: in 1.2 times – in BT of lower jaw and 1.3 times – in BT of vertebrae. 

By the emotional stress concentration of chondroitin-sulfates significantly increased in 1,3 times only in BT of 
the lower jaw for males and in 1.2 times of BT of the lower jaw for females compared to intact animals. Orchotomy 
and ovariotomy did not lead to significant increase chondroitin-sulfates in BT in the different parts of the skeleton 
in rats of both sexes. Combined action of the ES and DG increased levels of chondroitin-sulfates in the lower jaw 
of males in 1.5 times, and for females – in 1.3 times. Under the same conditions chondroitin-sulfates increased in 
BT of vertebrae in 1.3 times for males and females. 

We found that the combined effect of EC and DG, in contrast to their partial action, enhances the structural 
changes in the bone tissue organic matrix of different parts of the skeleton. Correction of metabolic changes in the 
organic matrix of the lower jaw, femur and vertebrae by calcitonin under conditions emotional stress and gonade 
deficiency and their combined action. normalized concentration of N-acetylneuraminic acid, hyaluronic acid 
chondroitin sulfate and. 

Thus, calcitonin effectively eliminates structural and metabolic changes in the organic matrix of bone tissue of 
different parts of the skeleton, initiated by emotional stress and deficiency of gonad. 
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Рост и развитие растений не возможны без адаптации к изменяющимся условиям внешней среды. В 
природе растительный организм подвергается воздействию не одного, а сразу нескольких факторов 
окружающей среды. В связи с этим особую актуальность приобретает проблема изучения перестроек 
метаболизма растительной  клетки  при комплексном воздействии нескольких абиотических 
факторовИзвестно, что регуляторы роста и развития растений повышают устойчивость растений  как  к 
биотическому,  так и к абиотическому стрессу,  в том числе и к водному дефициту.Одним из таких 
регуляторов роста растений является мелафен, в низких концентрациях (10-10М - 10-9М),повышающий 
устойчивость растений к стрессовым воздействиям. Однако препарат в зависимости от концентрации 
может оказывать разнонаправленное воздействие на метаболизм растительных и  животных клеток. В 
настоящей работе исследовано влияние мелафена на архитектонику митохондрий проростков гороха в 
условияхумеренного охлаждения (140С), недостаточного увлажнения и на архитектонику эритроцитов 
мышей. Работу проводили методом АСМ (атомно силовая микроскопия) на приборе SOLVER P47 SMENA, 
на частоте 150 кгц в полуконтактном режиме. Анализ АСМ имиджей митохондрий растений, подвергнутых 
стрессу, свидетельствует о сокращении числа делящихся митохондрий и появлении крупных неделящихся 
митохондрий с большим объемом и длиной по сравнению с контрольными. Мелафен (2-х10-12M) 
предотвращает эти  изменения. Нами показано, чтов условияхнедостаточного увлажнения в сочетании 
сумеренным охлаждением происходит увеличение генерации АФК (активных форм кислорода) 
митохондриями, что приводит к изменениям в их морфологии. В этих условиях интенсивность 
флуоресценции продуктов ПОЛ увеличивается в 3 и 2,5 – раза по сравнению с контролем. Обработка 10-

12M раствором мелафена снижает содержание продуктов ПОЛ в мембранах митохондрий. Возможно, 
защитное действие препарата обусловлено и его антиоксидантными свойствами. В то же время нами 
обнаружено, что препарат, оказывает разнонаправленное воздействие на растительные и животные 
клетки. Так, при исследовании in vivo на мышах нами  показано, что мелафен в малых концентрациях 
индуцирует апоптоз в клетках короткоживущей опухоли Эрлиха и значительно тормозит рост солидной 
опухоли Льюиса. Методом АСМ обнаружено закономерное снижение размерных параметров эритроцитов 
мышей при действии мелафена (10-9 – 10-11 М). По-видимому, изменяются осмотические условия в 
эритроцитах в результате воздействия мелафена на ионные каналы и насосы. 
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Plant growth and development is not possible without adaptation to changing environmental conditions. In 
nature, the plant organism is exposed to not one, but several environmental factors. In connection with this issue 
is urgent to study the metabolism of the plant cell rearrangements after the combined action of several abiotic 
factors Its known to regulators of growth and development of plants increases plant resistance to both biotic and 
abiotic stress, including to the water shortage. One such plant growth regulators is melafen, in low concentrations 
(10-10M - 10-9M), increasing plant resistance to stress. We have investigated the influence of melaphen on the 
architecture of mitochondria pea seedlings under the influence of prevention cold stress  - the drought on the 
architectonics of erythrocytes in mice. The work was carried out by AFM (atomic force microscopy) on the 
instrument SOLVER P47 SMENA, at a frequency of 150 kHz in the tapping mode. The analysis of AFM images of 
plant mitochondria itb was subjected to stress, representing a decrease of mitochondrial fission and the 
emergence of large-dividing mitochondria with large volume and length compared to controls. Melaphen (2 x 10-

12M) prevents these changes.We have shown that in lowmoistening, combined with a moderate cooling is 
increased generation of ROS (reactive oxygen species) by mitochondria, which leads to changes in their 
morphology. In these conditions, the fluorescence intensity of lipid peroxidation products increased by 3 and 2.5 - 
fold compared to control. Treatment 10-12M solution melaphen reduced content of lipid peroxidation products in 
the membranes of mitochondria. Perhaps the protective effect of the drug due to its antioxidant properties. At the 
same time, we found that the drug, has multi-directional effects on plant and animal cells. Thus, for in vivo study 
in mice has been shown previously that melafen in low concentrations induces apoptosis in tumor cells, a short-
lived Ehrlich significantly inhibits the growth of a solid tumor Lewis. AFM data revealed regular decrease 
in  size of red blood cells of mice under the influence melaphen (10-9 - 10-11 M). Apparently,takeplace.the change 
in  osmotic conditions of erythrocyte from exposure melaphen on ion channels and pumps.  
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В настоящее время в России птицеводство является ведущей отраслью сельского хозяйства. 
Белгородская область занимает одно из ведущих мест по производству мяса птицы. При кормлении птицы 
первой лимитирующей аминокислотой является лизин. 

В Белгородской области активно развивается производство лизин содержащей биологически активной 
кормовой добавки для птицы. Лизин производится микробиологическим путем более эффективно, чем 
путем химического синтеза, так как при биологическом синтезе используемые микроорганизмы образуют 
аминокислоты в биологически активной L-форме. 

В результате химического синтеза обычно получается смесь равных количеств L и D - изомеров 
аминокислот, в то время как в состав белков входят исключительно L-изомеры. Эти же изомеры 
питательны. D-изомеры организмом, как правило, не усваиваются и являются балластом[1]. L – лизин 
получают методом глубинного культивирования микроорганизмов штамма-продуцента Corynebacterium 
glutamicum B-11167 в биореакторе. В качестве ростового фактора (источника протеина) возможно 
использование гидролизата пшеничного или кукурузного глютена [2].  

В зависимости от назначения из культуральной жидкости можно получить различные 
микробиологические препараты: жидкий концентрат лизина (ЖКЛ), сухой кормовой концентрат лизина 
(ККЛ), кристаллический лизин, комплексные кормовые добавки. Для кормления птицы возможно 
применение лизинсодержащего продукта микробиологического синтеза, представляющего собой гранулы 
светло-коричневого цвета, полученные путем высушивания ферментативной массы. Кроме лизина, 
содержит другие вещества в доступной для усвоения форме, которые повышают его питательную 
ценность [3]. 

 Для приготовления оригинальной комплексной кормовой добавки, адаптированной к рациону 
бройлеров, культуральную  жидкость концентрируют упариванием до жидкого концентрата и высушивают 
вместе с сорбционно-активной глиной. Для активации лизин содержащей кормовой добавки высушенную 
массу измельчают при помощи мельниц. Биологически активная комплексная кормовая добавка, 
представляет собой тонкодисперсный продукт комплексного кормового концентрата биотехнологического 
лизина на основе монтмориллонит содержащего сорбента. 

В ходе исследования нами был проведен анализ влияния трех лизинсодержащих продуктов, 
применяемых в качестве биологически активной добавки для птицы на возникновение летальных мутаций 
у некоторых лабораторных линий дрозофилы. Были взяты образцы лизина, полученного путем 
химического синтеза, гранулированный концентрат микробиологического лизина, полученного 
микробиологическим путем и лизинсодержащая кормовая добавка на основе тонкодисперсного 
монтморилонитного сорбента. Использовался метод учета частоты доминантных летальных мутаций 
(ДЛМ) у линий Canton-S и Muller-5 Drosophila melanogaster на средах с добавлением указанных продуктов 
и на контрольной среде [4]. Данные были статистически обработаны, достоверность различий 
определялась с помощью критерия Стьюдента для независимых выборок [5].  

По итогам  эксперимента достоверных различий между частотами доминантных летальных мутаций у 
мух содержащихся на контрольной и опытной средах не выявлено. Отмечено незначительное снижение 
плодовитости у Drosophila melanogaster линии Muller-5 на среде с добавлением лизинсодержащей 
добавки, полученной химическим способом. 

Полученные данные  указывают на то, что ни один из исследуемых продуктов не оказывает резкого 
негативного влияния  на развитие дрозофилы.  

 
Работа выполнена при поддержке Минобрнауки РФ в рамках субподрядного договора 80/10 от 27 августа 2010 г. по 

договору 13.G25.31.0069 «Разработка промышленной технологии крупнотоннажного производства лизина и побочных 
продуктов на основе глубокой переработки зерна и кадровое обеспечение производства» 
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Nowadays in Russia poultry farming is the leading agricultural branch. Belgorod region stands at the head of 
poultry production. In poultry feeding lysine is the first limiting amino acid. 

In Belgorod region the production of lysine containing biologically active food additive for poultry is developing 
rapidly Lysine is produced by microbiological way more efficiently than by chemical synthesis, because during 
biological synthesis the microorganisms being used form amino acids in biologically active L-form. 

As a result of chemical synthesis there is a mixture of equal quantities of L and D amino acid isomers while 
proteins contain only L-isomers. The same isomers are nourishing. D-isomers, as a rule, are not digested by an 
organism and are useless [1]. L-lysine is produced by deep fermentation of strain-producer Corynebacterium 
glutamicum B-11167 in bioreactor. As a growth factor (protein source) hydrolisate of wheat or corn gluten can be 
used [2]. 

Depending on purpose, various microbiological substances can be produces: liquid concentrate of lysine, dry 
fodder concentrate of lysine, crystalline lysine and complex food additives. For poultry feeding it is possible to 
apply lysine containing products of microbiological synthesis which are light-brown kibbles developed by drying 
enzymic mass. Apart from lysine, it contains other substances in a good for digestion form that increase its 
nutrition value [3]. 

To prepare the original complex food additive adapted to broilers’ ration culture liquid is concentrated by 
evaporation into liquid concentrate and dried together with sorption active clay. To activate lysine containing food 
additive the dried substance is ground with the help of rubbing machines. Biologically active complex food 
additive is a fine dispersed product of complex fodder concentrate of biotechnological lysine on the basis of 
montmorillonite containing sorbent.  

As part of the study we carried out the analysis of influence of three lysine containing products applied as 
biologically active food additives for poultry on occurrence of lethal mutations among some laboratory lines of fruit 
flies. We took the samples of lysine produced by chemical synthesis, pelleted concentrate of microbiological 
lysine produced by microbiological way and lysine containing food additive on the basis of fine dispersed 
montmorillonite containing sorbent.  We applied the method of accounting the frequency of dominant lethal 
mutations (DLM) among Canton-S and Muller-5 Drosophilla melanogaster lines in the medium with addition of the 
mentioned products and in the test medium [4]. The data was statistically processed, the credibility of distinctions 
was determined with the help of Student test for independent samples [5]. 

According to the results of the experiment no significant differences between the frequencies of dominant 
lethal mutations of flies kept in the control and in the experimental medium were found out. A slight decrease in 
fertility of Drosofila melanogaster of line Muller-5 in media supplemented with lysine-containing admixture, which 
was obtained chemically, was noted. 

The findings indicate that none of the tested products has a sharp negative influence with the development of 
drosophila. 

 
The research was carried out with the support of Ministry of education and science of RF within the framework of 

subcontract 80/10 from August 27, 2010, under the contract 13.G25.31.0069 “Developing of industrial technology for large-
tonnage production of lysine and sub products on the basis of grain deep processing and human resourcing of production 
process”. 
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Многие опасные вирусы как, например, ВИЧ, грипп и Эбола являются оболочечными, то есть их 

белковый каркас с внешней стороны покрыт липидным бислоем. Матриксный белок играет большую роль 
в жизненном цикле вируса. Он не только необходим в процессах сборки и отпочковывания дочерней 
вирусной частицы, обеспечивая ее механическую прочность, но и в нужный момент (в случае гриппа при 
достижении кислых значений рН) осуществляет разрушение оболочки вируса, приводя к выходу его 
генетического материала в цитоплазму клетки. Инфицирование клетки может быть блокировано на 
различных этапах: 1) при связывании вируса с поверхностными рецепторами клетки; 2) при разрушении 
его оболочки и 3) в ходе сборки и отпочковывания дочернего вириона. Два последних этапа определяются 
взаимодействием молекул матриксного белка между собой и с липидным бислоем.  

Одним из важных свойств матриксного белка вируса гриппа (М1) является его консервативность – он 
практически не меняется от штамма к штамму. Таким образом, исследование воздействия внешних 
факторов на характер взаимодействия белка М1 с липидной мембраной поможет создать универсальное 
противовирусное лекарство. 

В данной работе был исследован рН-индуцированный механизм разрушения белок-липидной оболочки 
вируса гриппа. Для этого использовалась система, в которой в качестве подложки, моделирующей 
отрицательно заряженную поверхность клеточной мембраны, выступал слой молекул 
карбоксигексадекантиола, химически привитых к поверхности позолоченного стеклянного чипа. Методом 
рефрактометрии поверхностного плазмонного резонанса (ППР) была исследована адсорбция белка М1 
при рН=4 в широком интервале его концентраций. Было обнаружено, что после введения белка его 
адсорбция со временем не только увеличивалась, стремясь к определенному предельному уровню, но и 
становилась все более необратимой. Важной особенностью было то, что при всех исходных 
концентрациях М1 в растворе он формировал монослой на подложке, каждый раз полностью заполняя ее 
поверхность, о чем свидетельствовало отсутствие роста сигнала адсорбции при введении в систему 
дополнительной порции белка. Такая особенность наблюдалась даже в сильно разбавленных растворах. 
Эти факты свидетельствуют об изменении конформации белковых молекул в кислой среде, приводящем к 
их вытягиванию вдоль поверхности и увеличению межмолекулярных расстояний. На основании 
полученных результатов предложена гипотеза о том, что такое изменение конформации белка 
способствует разрушению оболочки вируса гриппа и выходу его генетического материала в клетку.  

 
Данная работа частично поддержана грантами РФФИ (проекты № 11-03-00798 и № 11-04-01001), ФЦП «Научные и 
научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009–2013 годы (Соглашение № 8166, госконтракт № 
14.740.11.1409) и Программой Президиума РАН «Молекулярная и клеточная биология».  
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Many dangerous viruses such as HIV, influenza and Ebola are enveloped viruses. Their matrix protein capsid 

is covered by a lipid bilayer. The matrix protein plays a large role in the viral life cycle. It is not only necessary 
during the processes of assembling and budding of new virus particles, providing their mechanical solidity, but 
also realizes disassembling of viral envelope at certain turning point (for the influenza virus at pH < 5), leading to 
release of its genetic material into the cell cytoplasm. The viral infection of cells can be blocked at different 
stages: 1) during the binding of the virus to the cell surface receptors, 2) during the destruction of the viral 
envelope, and 3) during the assembly and budding of new viral particle. The last two stages are determined by 
the interaction of the matrix protein molecules with each other and with the lipid bilayer. 

One of the important properties of the matrix protein of influenza virus (M1) is its conservatism - it is virtually 
invariable for different strains. Thus, the study of influence of external factors on the interaction of M1 protein with 
the lipid membrane should help to create a universal antiviral remedy. 

A mechanism of pH-induced destruction of the viral protein-lipid envelope was studied in this work. We used a 
model system where negatively charged cell surface was simulated by a layer of carboxyhexadecanthiol 
molecules chemically grafted to the surface of gold-plated glass chip. Adsorption of M1 protein at pH=4 in wide 
range of its concentrations was investigated by the technique of surface plasmon resonance refractometry (SPR). 
It was found that adsorption of the protein after its injection not only accrued to a certain limit value, but also 
became more and more irreversible with time. An important feature was the fact that for all initial concentrations of 
M1 in the solution it formed a monolayer on the substrate, and completely covered the surface every time. This 
was evidenced by the absence of growth of adsorption signal after injection of additional protein dose into the 
system. This feature was observed even in very dilute solutions. These facts indicate a change in the 
conformation of the protein molecules in an acidic medium, which leads to their spreading along the surface and 
increase in the intermolecular distances. Based on these results it was suggested that such change of the protein 
conformation promotes the destruction of the influenza virus envelope and the release of its genetic material into 
the cell. 

 
This work was partially supported by RFBR (project № 11-03-00798 and № 11-04-01001), the Federal Program "Research and 
Pedagogical Cadre for Innovative Russia" for 2009-2013 (the Agreement № 8166, the state contract № 14.740.11.1409) and 
the Program of Presidium of RAS "Molecular and cell Biology." 
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Высокая интенсивность тиол-дисульфидного баланса тканей, достигающая в условиях 
физиологического покоя замещения до 0,5% SH-соединений/мин от их общего пула, существование 
редокс-цепей и ключевых редокс-пар(тиоредоксин, GSH/GSSG, цистеин/цистин и др.), субклеточная 
иерархия формирования суммарного редокс-потенциала (Eh) и эффективного восстановительного 
потенциала (Еэфф) образуют важнейший параметр клеточного гомеостаза (сходный, но не идентичный рН), 
причастный к возникновению окислительного стресса (ОС) и реализации редокс-сигналирования. 
Приоритетность показателя Ehобуславливается значительно большим возникновением нерадикальных 
окислителей, нежели свободных радикалов, что позволяет рассматривать «редокс-гипотезу» как 
детерминирующий фактор в процессах пролиферации, дифференцированияи апоптоза [1,2]. 

Поскольку значимость окислительно-восстановительных процессов и ОС в патогенезе сердечно-
сосудистых заболеваний очевидна [1,2], а показатели GSH/GSSG и Eh глутатиона эритроцитов [3] 
являются количественными биомаркерами тяжести заболевания и фатальных осложнений, нами 
осуществлена оценка роли редокс-потенциала эритроцитов у 260 больных ишемической болезнью сердца 
(ИБС) при остром (ОКС) и хроническом те 

чении коронарного синдрома.Изучены показатели системы глутатиона, на основании которых 
(уравнение Нернста) определен его редокс-потенциал (Eh): 

Eh = (–E0 + 59.1⁄ 2× log[GSSG]/[GSH]2) мВ, при E0 для эритроцитов –252 мВ(рН 7,2). 
Установлено, что у больных с ОКС концентрации общего глутатиона (tGSH), GSH, GSH/GSSG, 

величина Eh, а также активность глутатионредуктазы(ГР) не отличались от контроля (группа 1). Отмечено 
снижение активности глутатионпероксидазы (ГП) и увеличение GSSG. Указанные изменения характерны 
для пациентов с инфарктом миокарда (ИМ) с подъемом сегмента ST (ИМпST), тогда как у больных 
ИМ безпST (группа 2) отмечено выраженное падение концентраций tGSH, GSH, GSH/GSSG. Степень 
окисленности Ehувеличена на 15,4 мВ (притом, что динамика Eh в пределах 6 мВ приводит к 5-кратному 
изменению ферментативной активности). Основные результаты представлены в таблице. 

Показатель 
группа 

p 
1 (ИМпST) 2 (ИМ без пST) 3 (контроль) 

GSHt, ммоль/л 
4,56 

[2,89; 6,22] 
2,21 

[1,65; 2,92] 
3,23 

[2,17; 4,54] 

p1-2=0,000 
p1-3=0,018 
p2-3=0,009 

GSH, ммоль/л 
3,79 

[2,25; 5,76] 
1,56 

[1,17; 2,12] 
2,64 

[1,53; 4,06] 

p1-2=0,011 
p1-3=0,046 
p2-3=0,037 

2GSH/GSSG, усл.ед. 
9,78 

[5,91; 15,94] 
4,71 

[2,06; 6,17] 
9,82 

[5,07; 14,91] 

p1-2=0,016 
p1-3=0,718 
p2-3=0,036 

Еh, мВ 
–208,50 

[–221,61; –195,82] 
–189,96 

[–196,11; –175,01] 
–205,32 

[–216,77; –191,94] 

p1-2=0,015 
p1-3=0,339 
p2-3=0,025 

 

У больных ИБС со стабильной стенокардией измененияв системе глутатиона были сходны с 
таковыми у больных ИМ безпST, причем при сочетании ИБС и сахарного диабета 2 типа падение 
показателей системы глутатиона было драматическим с увеличением Ehв сторону окисленного 
состояния на 38 мВ [3]. Предполагается прогностическая роль Еhв развитии фатальных осложнений 
ИБС и возможная значимость показателей Ehи Еэфф как фармакотерапевтических и превентивных 
мишеней при заболеваниях, сопровождающихся ОС. 

Наше предыдущее сообщение на междисциплинарной конференции [4] обосновывало возможную 
роль системы СоА в достижении нейропротективного эффекта. Инициаторы биосинтеза СоА проявляют 
высокую редокс-модулирующую активность, что может отражать их физиологическую роль в поддержании 
редокс-статуса клеточных структур и предполагать потенциальный механизм коррекции редокс-статуса 
организма. 
 

Литература: 
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3. БукоИ.В., ЦапаеваН.Л., КонстантиноваЕ.Э., МрочекА.Г., МойсеёнокА.Г. //ВесціНАНБеларусі. Сер.мед. навук.2013. №1. 
С. 16-20. 
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The high thiol-disulfide balance intensity of tissues is achieved in a physiological rest of substitution SH-

compounds/min to 0.5% of SH-containing compounds/min thetotal pool, the existence of theredox chain and key 
redox couples (thioredoxin, GSH/GSSG, cysteine/cystine, etc.), the formation subcellular hierarchy of the total 
redox potential (Eh) and the effective reduction potential (Eeff) formed an important parameter of thecellular 
homeostasis (similar, but not identical pH) and was involved in the occurrence of oxidative stress (OS) and the 
realization of the redox signaling. The indicator priority Ehcaused significantly greater occurrence of non-radical 
oxidants than free radicals, which can be considered "redox hypothesis" as a determination factor in the 
processes of proliferation, differentiation and apoptosis [1,2]. 

As the importance of redox processes and OS in the pathogenesis of cardiovascular diseases is clear [1,2], 
GSH/GSSG and erythrocyte glutathione Ehtests [3] are quantitative biomarkers of the disease severity and fatal 
complications, we evaluated the erythrocytes redox-potentialrole in 260 patients with coronary heart disease 
(CHD) in acute (ACS) and the chronic course of coronary syndrome. The glutathione system testswere studied 
based on which (Nernst equation) the redox potential (Eh)was determined: 

Eh = (–E0 + 59.1 ⁄ 2 × log [GSSG] / [GSH]2) mV at E0 for erythrocytes –252 mV (pH 7.2). 
It was found that in patients with ACS the concentration of total glutathione (tGSH), GSH, GSH/GSSG, the 

value of Eh, and the activity of glutathione reductase (GR) were not different from control (group 1). The decrease 
in the activity of glutathione peroxidase (GP) and an increase in GSSG was marked. These changes are 
characteristic of patients with myocardial infarction with-ST-elevation myocardial infarction (STEMI), whereas 
patients without-ST-elevation myocardial infarction (non-STEMI)(group 2) showed a pronounced decrease in 
tGSH, GSH, GSH/GSSGconcentrations. Oxidation Eh increased by 15.4 mV (despite the fact that Ehdynamic 
within 6 mV leads to 5-fold change in the enzymatic activity). The results are summarized in the table below. 

Characteristic 
group 

p 
1 (STEMI) 2 (non-STEMI) 3 (control) 

GSHt, mmol/l 
4,56 

[2,89; 6,22] 
2,21 

[1,65; 2,92] 
3,23 

[2,17; 4,54] 

p1-2=0,000 
p1-3=0,018 
p2-3=0,009 

GSH, mmol/l 
3,79 

[2,25; 5,76] 
1,56 

[1,17; 2,12] 
2,64 

[1,53; 4,06] 

p1-2=0,011 
p1-3=0,046 
p2-3=0,037 

2GSH/GSSG, 
relat.units 

9,78 
[5,91; 15,94] 

4,71 
[2,06; 6,17] 

9,82 
[5,07; 14,91] 

p1-2=0,016 
p1-3=0,718 
p2-3=0,036 

Еh, mV 
–208,50 

[–221,61; –195,82] 
–189,96 

[–196,11; –175,01] 
–205,32 

[–216,77; –191,94] 

p1-2=0,015 
p1-3=0,339 
p2-3=0,025 

CHD patients with stable angina, changes in glutathione were similar to those in patients with non-STEMI, and 
the combination of CHD and type 2 diabetes mellitus the falls in the glutathione system was dramatic increase in 
the increasingEhtowards oxidation state at 38 mV[3]. The prognostic role of Еhis suggested contributing to fatal 
IHD complications and the possible significance of Eh and Eefftests as pharmacological and prevention targets of 
diseases accompanied OS. 

Our previous report on an interdisciplinary conference [4], provides a possible role of the CoA to achieve 
neuroprotection. The initiators of the CoA biosynthesis show high redox modulatory activity, which may reflect 
their physiological role in maintaining the redox status in cell structures and suggest a potential correction 
mechanism the redox status of the body. 
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Потенціалзалежні калієві канали (Kv) відіграють важливу роль в різних проявах електричної активності 
збудливих клітин. Активація цих каналів визначає фазу реполяризації потенціалу дії і розвиток 
гіперполяризації, регулюючи мембранний потенціал. Тому Kv канали є мішенями для різних терапевтичних 
впливів, особливо для пригнічення гіперзбудливості нейронів при гіпоксичних станах. Відомо, що Kv1.2 
канали, які належать до родини Kv каналів, ініціюють реполяризацію мембрани та залучені у регуляцію 
потенціалу спокою та тривалість потенціалу дії. Так як мало відомо про експресію потенціалзалежних Kv 
каналів в нейронах гіпокампу, метою нашої роботи було дослідити експресію генів Kv 1.2 в нормоксії та при 
гіпоксичних умовах. Для визначення механізмів впливу гіпоксії на активність Kv 1.2 каналів, ми 
досліджували рівень експресії цільових генів кодуючи ці канали під час гіпоксії. Для цього ми використали 
напівкількісний метод зворотно-транскриптазної полімеразної ланцюгової реакції (ЗТ-нкПЛР). В нашому 
експерименті ми показали зниження експресії генів каналу Kv 1.2 (нормалізованих до експресії гену 
гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогенази ГАФД) у культурі нейронів гіпокампу восьмиденних щурів при 
гіпоксії. Ми встановили, що після впливу дитіоніту натрію (хімічна гіпоксія) протягом 1-ї та 2-х годин 
експресія генів даного каналу знижувалася на 38% та 67%, відповідно. Це може свідчити про чутливість 
Kv1.2 каналів до гіпоксії, експресія та відповідно, функція яких суттєво зменшується при гіпоксичних станах.  
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Voltage-gated potassium channels (Kv) play an important role in various forms of electrical activity of excitable 
cells. Activation of these channels determines the repolarization phase of the action potential hyperpolarization 
and development by regulating membrane potential. Therefore, Kv channels are targets for various therapeutic 
effects, especially suppression of neuronal hyperexcitability in hypoxic conditions. It is known that Kv1.2 channels 
belonging to the family of Kv channels initiate repolarization of the membrane and are involved in the regulation of 
the resting potential and action potential duration. Since little is known about the expression of voltage-gated Kv 
channels in hippocampal neurons, the aim of our study was to investigate the gene expression of Kv 1.2 in 
normoxia and under hypoxic conditions. To determine the mechanisms of hypoxia on the activity of Kv 1.2 
channels, we examined the expression level of target genes encoding these channels during hypoxia. For this, we 
used semiquantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-sqPCR). In our experiment, we 
showed downregulation of genes channel Kv 1.2 (normalized to the expression of gene glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase GAPD) in culture hippocampal neurons during hypoxia. We found that after exposure 
sodium dithionite (chemical hypoxia) during 1 and 2 hours of gene expression of the channel was reduced by 
38% and 67%, respectively. This may indicate a sensitivity of Kv1.2 channels to hypoxia, expression and 
therefore function is significantly reduced in hypoxic conditions. 
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Травмы периферических нервов являются значительной общебиологической, медицинской и 

социальной проблемой. Для их лечения, помимо микрохирургических операций, предложен ряд 
фармакологических препаратов. Известно, что поликомпонентные нейропептидные средства 
характеризуются трофическим, противовоспалительным, нейропротекторным  действием, улучшают 
кровообращение, положительно влияют на регенераторные процессы в центральной нервной системе [1, 
2]. Однако воздействие нейротрофических пептидов на регенерацию нервных стволов исследовано 
недостаточно.     Целью данной работы было сравнительное изучение влияния Церебролизина и 
Церебрала на регенерацию поврежденного седалищного нерва крыс. Эксперименты были поставлены на 
95 рандомбредных белых крысах. Животные были разделены на четыре группы: 1) 
«псевдооперированные» (5 крыс), 2) 30 животных, которым была проведена нейротомия седалищного 
нерва с последующейй нейроррафией, 3) 30 животных, которым была проведена аналогичная операция с 
последующим использованием Церебролизина в дозе 0,2 г/кг ежедневно в течение трех недель, 4) 30 
животных с использованием Церебрала в дозе 0,002 г/кг ежедневно в течение трех суток после 
аналогичной операции. Через 3, 6 и 12 недель после травмы общегистологическими, 
нейрогистологическими, электронномикроскопическими, морфометрическими и статистическими 
методами изучали процесс регенерации седалищных нервов.  

Результаты исследований показали, что при травмировании седалищного нерва крыс происходили 
значительные нарушения его структурной организации, что проявлялось вторичной дегенерацией 
нервных волокон периферического отрезка нерва, нарушением процессов роста новообразованных 
аксонов и развитием фиброза в области нейрального рубца. Применение Церебролизина существенно 
повлияло как на качество регенерации, так и на ее количественные показатели. В центральном отрезке 
нерва наблюдалось уменьшение количества  нервных волокон с морфологическими признаками 
раздражения. В области нейрального рубца отмечался более активный процесс роста аксонов. Последние 
располагались более упорядоченно, чем у животных второй группы. Средний угол отклонения аксонов от 
продольной оси нерва составил 34,54±0,60о против 40,01±1,20о во второй группе (р<0,05). В меньшей 
степени был выражен фиброз, увеличилась активность образования кровеносных сосудов, что 
свидетельствовало об улучшении гемомикроциркуляции. Плотность расположения аксонов в области 
периферического отрезка нерва через 12 недель после операции и применения Церебролизина была 
достоверно выше, чем у крыс второй группы (7961,0±43,4/мм2 против  7691,0±28,0/мм2, р<0,05). 
Церебролизин ускорял возобновление ультраструктурной организации нервных волокон, процессы их 
миелинизации. Средняя толщина миелиновой оболочки в периферическом отезке нерва достоверно 
превышала данный показатель у животных второй группы (0,53±0,01 мкм против  0,43±0,01 мкм , р<0,05). 
Применение Церебрала оказалось более эффективным, чем применение Церебролизина. В области 
нейрального рубца новообразованные аксоны располагались еще более упорядоченно, чем у животных 
третьей группы. Средний угол отклонения аксонов от продольной оси нерва составил 26,50±0,90о. Фиброз 
практически не отмечался, активность образования кровеносных сосудов была выражена не менее, чем в 
третьей группе. Плотность расположения аксонов в области периферического отрезка нерва через 12 
недель после операции и применения Церебрала была достоверно выше, чем у крыс третьей группы 
(9182,0±58,8/мм2, р<0,05). Церебрал в большей степени ускорял возобновление ультраструктурной 
организации нервных волокон и процессы их миелинизации. Средняя толщина миелиновой оболочки в 
периферическом отезке нерва достоверно превышала данный показатель у животных третьей группы 
(0,60±0,01 мкм, р<0,05). Количественные показатели регенераторного процесса в условиях применения 
Церебрала сравнимы с таковыми у животных первой группы. У последних плотность расположения 
аксонов составила 10007,0±48,7/ мм2, а средняя толщина миелиновой оболочки - 0,66±0,09 мкм. 
Результаты проведенного исследования являются веским аргументом в пользу возможности 
рекомендовать Церебрал для клинического применения.  

Таким образом, Церебролизин и, в большей мере, Церебрал стимулируют процессы регенерации 
периферического нерва. Действие Церебролизина может быть аналогично таковому ФРН (фактор роста 
нервов). Большая эффективность Церебрала объясняется тем, что данный препарат реализует свои 
эффекты не только как экзогенный аналог ФРН, но и увеличивает синтез эндогенного ФРН клетками 
нейроглии [1].  
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Peripheral nerve injuries represent significant general biological, medical and social problem. Not only 

microsurgical operations, but also a number of medications were offered for their treatment. However, the impact 
of neurotrophic peptides on nerve trunks regeneration has not been sufficiently studied. At the same time, it is 
known that  multicomponent neuropeptide agents have trophic, anti-inflammatory, neuroprotective effects, 
improve blood circulation, and have a positive effect on the regenerative processes in central nervous system [1, 
2]. The aim of this work was to compare effects of Cerebrolysin and Cerebral on regeneration of damaged rat 
sciatic nerve.     Experiments were performed on 95 white randombred rats. The animals were divided into four 
groups: 1)  "shamoperated" (5 rats), 2) 30 animals who underwent sciatic nerve dissection with subsequent 
neurorrafy,  3) 30 animals who underwent a similar operation, and then received Cerebrolysin in a dose 0,2 g/kg 
daily for three weeks, and 4) 30 animals receiving Cerebral in a dose 0,002 g/kg daily for three days after a similar 
operation. Regeneration of the sciatic nerves was studied by general histological, neurohistological, electron 
microscopic morphometric and statistical methods in 3, 6 and 12 weeks after the injury. 

The results of studies have shown that sciatic nerve injury in rats resulted in significant abnormalities of nerve 
structural organization manifested by secondary degeneration of the nerve fibers  in peripheral nerve stump, 
impaired growth of the newly formed axons and development of fibrosis in the region of neural scar.  Application 
of Cerebrolysin had significant impact on both the quality of regeneration, and its quantitative parameters. 
Decreased number of nerve fibers with morphological signs of irritation was observed in the central stump of the 
nerve. More active regeneration of the newly formed nerve fibers was observed in the area of neural scar. These 
were more aligned than in the animals of the second group. Average angle of axons deviation from the 
longitudinal axis of  the nerve was 34,54±0,60о  vs 40,01 ± 1,20о  in the second group (p<0,05). There were less 
fibrosis and increased activity of blood vessels formation, indicating  improvement in hemomicrocirculation. The 
density of axons in the peripheral nerve segment at 12 weeks after the operation and administration of 
Cerebrolysin was significantly higher than in the rats of the second group (7961,0±43,4/mm2 against 
7691,0±28,0/mm2, p<0,05 ). Cerebrolysin accelerated renewal of the nerve fibers ultrastructural organization, and 
the process of myelination. The average thickness of the myelin sheath in the peripheral nerve stump significantly 
exceeded this parameter in the animals of the second group (0,53±0,01 μm vs 0,43±0,01 μm, p<0,05). 
Administration of Cerebral proved to be more effective than that of Cerebrolysin. Newly formed nerve fibers in the 
area of neural scar were more aligned than those in animals of the third group. Average angle of axons deviation 
from the longitudinal axis of the nerve was 26,50 ±0,90о. Fibrosis was almost absent. Activity of blood vessels 
formation was no less expressed than in the third group. The density of axons in the peripheral nerve stump at 12 
weeks after the operation and use of Cerebral was significantly higher than that in the third group of rats 
(9182,0±58,8/mm2, p<0,05). Cerebral provided even quicker renewal of the nerve fibers ultrastructural 
organization and of their myelination processes. The average thickness of the myelin sheath in the peripheral 
nerve stump significantly exceeded this value in the animals of the third group (0,60±0,01 μm, p<0,05). 
Quantitative parameters of the regenerative process in experimental use of Cerebral were comparable with those 
in the animals of the first group. Density of nerve fibers and thickness of the myelin sheath in the latter were 
10007,0±48,7/mm2  and 0,66±0,09 μm respectively. The results of the performed research allow to recommend 
Cerebral for clinical use.  

Thus, Cerebrolysin and, to a more extent, Cerebral stimulate the regeneration process of peripheral nerve. 
Cerebrolysin action may be similar to that of NGF (nerve growth factor). Greater effectiveness of Cerebral could 
be explained by the fact that this drug acts not only as an exogenous NGF analog, but also increases synthesis of 
endogenous NGF by neuroglial cells [1]. 
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Виробництво цукру - одна із найважливіших галузей харчової промисловості в Україні. Враховуючи 
вимоги, які поставлені до харчової продукції, цукор повинен бути високої мікробіологічної якості.  

Джерелами мікробного забруднення при виробництві цукру можуть бути: сировина, технологічний 
процес, складування і транспортування готового продукту. Значний вміст мікроорганізмів у продукті може 
спостерігатись при порушеннях технологічного режиму та недотриманні санітарно-гігієнічних умов. 
Забруднення сировини знижує вихід цукру, а наявність її в самому цукрі може стати причиною зниження 
термінів придатності різних харчових продуктів. Тому санітарна обробка сировини, технологічного 
обладнання на підприємствах цукрової промисловості є невід'ємною стадією технологічного процесу, що 
забезпечує випуск якісної і безпечної продукції [1]. 

На сьогодні на українських цукрових підприємствах в основному використовуються такі дезінфектанти, 
як формалін і хлорне вапно. Проте, враховуючи те, що ці речовини є токсичними і можуть негативно 
впливати на здоров’я людини, застосування їх повинно бути обмеженим.   

З урахуванням зазначеного, науковими установами проводиться інтенсивний пошук і розробка 
дезінфікуючих препаратів нового покоління. Серед відомих груп деззасобів найбільш ефективними і 
перспективними визнані препарати, що містять активний кисень, пероксид водню, оцтову та надоцтову 
кислоти [2]. 

До сучасних засобів дезінфекції пред'являють досить жорсткі вимоги [3]. По-перше, вони повинні мати 
високу активність та широку антимікробну дію, щодо патогенних (збудники кишкових інфекцій 
бактеріальної та вірусної етіології), умовно-патогенних мікроорганізмів і специфічної для цукрового 
виробництва сапрофітної мікрофлори – бактерій роду Leuconostoc та дріжджів роду Saсcharomyces. По-
друге, вони повинні піддаватись повній біодеградації та бути безпечними для здоров'я людини і 
навколишнього середовища.  

Аналіз представлених на ринку України дезінфікуючих засобів для харчової та обробної промисловості, 
дозволяє зробити раціональний вибір тих препаратів, які були б максимально ефективні в даній галузі, а 
також безпечні для здоров'я працюючих і навколишнього середовища.  

В роботі проведено оцінку двох препаратів: „Біостерид міцний” (Польща), який складається з 
надоцтової кислоти (12%-16%), пероксиду водню (< 25%) і оцтової кислоти (<30%) та „Каморан” (монензін 
натрієва сіль) (Франція). В якості об’єктів мікробіологічного дослідження використовували мікроорганізми: 
бактерії роду Bасillus, Pceudomonas, E.coli, слизоутворюючі бактерії роду Leuconostoc і міцеліальні гриби 
та штами дріжджів. Для визначення чутливості мікроорганізмів до досліджуваних препаратів застосовували 
метод лунок в товщі агару [4]. 

За даними виконаних мікробіологічних досліджень, засіб „Біостерид міцний” має ефективну 
бактерицидну та протигрибкову дію. За параметрами токсичності цей засіб відноситься до помірно 
небезпечних речовин (3 клас небезпеки згідно ГОСТ 12.1.007-76). Компоненти засобу не відноситься до 
речовин, які проявляють канцерогенні властивості.  

Аналіз результатів мікробіологічних досліджень свідчить, що засіб „Каморан” має високу активність до 
бактеріальної мікрофлори та досліджуваного ряду мікроміцетів. За показниками гострої токсичності 
віднесений до речовин 2 класу небезпеки у відповідності до ГОСТ 12.1.007-76.. 

Оскільки при застосуванні та виготовленні робочих розчинів засобу „Біостерид міцний” в повітряне 
середовище виділяються пари оцтової кислоти та пероксиду водню, а при термодеструкції засобу 
„Каморан” - вуглекислий газ, і оксид натрію, працівникам необхідно застосовувати засоби індивідуальної 
безпеки, дотримуватись правил особистої гігієни та проходити медичний огляд.  

З метою попередження негативних екологічних наслідків застосування засобів дезінфекції необхідно 
проводити обґрунтування гігієнічних нормативів і регламентів (обов'язкове гігієнічне регламентування їх 
компонентів у повітрі робочої зони, атмосферному повітрі населених місць, водних об'єктах господарсько-
питного та культурно-побутового водокористування). 
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Sugaring is one of the most important branches of the food industry in Ukraine. Sugar must be of a high 
microbiological quality according to the requirements made before the food industry. 

The sources of microbial contamination in sugaring can be: raw materials, a technological process, a storage 
and transportation of the finished product. The significant content of microorganisms in the product can be 
observed in disruption of the technological process and inobservance of sanitary-hygienic conditions. 
Contamination of raw materials reduces sugar yield, and its presence in the very sugar can cause a decrease in 
the expiration date of various foods. Therefore, sanitizing raw materials, technological equipment at the sugar 
industry enterprises is an integral stage of the technical process ensuring output of high quality and safe products 
[1]. 

Nowadays, at the Ukrainian sugar industry enterprises such disinfectants as formalin and bleach are mainly 
used. However, taking into consideration the fact that these substances are toxic and may adversely affect human 
health, their usage must be limited. 

In view of this, academic institutions conduct an intensive search and development of a new generation of 
disinfectants. Among the well-known disinfectant groups, the products containing active oxygen, hydrogen 
peroxide, acetic and peracetic are the most effective and promising [2]. 

 Rather strict requirements are imposed on modern disinfectants [3]. Firstly, they must have a high activity and 
a broad antimicrobial action against pathogenic (causative agents of intestinal infections of bacterial and viral 
etiology), opportunistic microorganisms and specific saprophyte micro flora i.e.,   Leuconostoc bacteria and 
Saccharomyces yeast for sugaring. Secondly, they must be subjected to full biodegradation and be safe for 
human health and the environment. 

The analysis of the disinfectants for food and manufacturing industries presented in Ukraine, allows to make a 
rational choice of these drugs that were not only the most effective in this branch, but also safe for both the 
workers’ health and the environment. 

In this paper, the estimation of the two drugs is conducted: "Biosterid Strong" (Poland) that consists of 
peracetic acid (12% -16%), hydrogen peroxide (<25%) and acetic acid (<30%) and "Kamoran" (monensin sodium 
salt) (France). Such microorganisms as of Basillus, Pceudomonas, E.coli bacteria, Leuconostoc mucilage 
bacteria, spawns and yeast strains are used as the objects of microbiological studies. The method of holes in the 
thick agar is used to determine the microorganism sensitivity to the studied chemicals [4].  

According to the performed microbiological studies, "Biosterid Strong" has an effective antibacterial and 
antifungal activity. As regards the toxicity parameters this chemical is related to moderately dangerous 
substances (3 hazard class according to GOST 12.1.007-76). Its components do not relate to the substances that 
show carcinogenic properties. 

Analysis of microbiological research indicates that "Kamoran" has high activity to bacterial micro flora and 
several studied micromycets. In terms of the acute toxicity it belongs to 2 hazard class substances according to 
GOST 12.1.007-76. 

Since, in using and manufacturing the effective solutions of "Strong Biosteryd", the vapors of acetic acid and 
hydrogen peroxide exude into the air, and carbon dioxide and sodium oxide exude during the thermal destruction 
of "Kamoran", employees must use the personal safety means, keep good personal hygiene and undergo a 
medical examination. 

In order to prevent the adverse environmental effects of the disinfection usage it is necessary to carry out the 
foundation of hygienic standards and regulations (mandatory Hygienic regulation of their components in the air of 
the working zone, in the air of populated areas, in the water bodies of the economical, cultural and social water 
using). 
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Диборнол® – 4-метил-2,6-диизоборнилфенол – эффективный антиоксидант, синтезированный в ФГБУН 
Институте химии Коми НЦ УрО РАН, представляющий по химической структуре пространственно 
затрудненное фенольное соединение [1]. Диборнол® обладает выраженной гемореологической 
активностью, снижает вязкость крови и агрегацию эритроцитов, проявляет антитромбоцитарный и 
антитромбогенный эффекты [2, 3]. Цель данной работы – исследование антиаритмической активности 
диборнола® на модели коронарокклюзии с последующей реперфузией. 

Материалы и методы. Эксперименты по оценке антиаритмического эффекта диборнола® при 
профилактическом введении проводили на 51 крысе-самце Вистар, наркотизированных тиопентал-
натрием (60 мг/кг). Проводили окклюзию левой коронарной артерии на уровне нижнего края auricula 
sinistra по методу А.Х.Когана. Длительность окклюзии левой коронарной артерии составляла 10 мин, 
после чего лигатуру развязывали и проводили реперфузию. В течение периода ишемии и реперфузии 
регистрировали ЭКГ во II стандартном отведении непрерывно с помощью компьютерного 
электрокардиографа Поли–Спектр-8/Л. Диборнол® вводили в виде взвеси в 1 мл 2% крахмальной слизи 
профилактически дважды: за сутки и за 3 часа до ишемии в дозе 100 мг/кг. Животные контрольной группы 
получали по 1 мл 2% крахмальной слизи в те же сроки. Статистическую обработку результатов проводили 
стандартными методами с применением t-критерия Стъюдента и критерия χ2 с использованием пакета 
программного обеспечения «Statistica 6.0». Рассчитывали среднее значение и стандартную ошибку. 

Результаты. Смертность животных в контрольной группе составила 23%. В ишемический период у крыс 
контрольной группы были отмечены все виды желудочковых аритмий, основную долю составили 
желудочковая тахикардия (23,1%) и желудочковые фибрилляции (61,5%). В реперфузионный период 
основную долю нарушения ритма сердца контрольных животных составили желудочковая тахикардия 
(24%) и желудочковые фибрилляции (60,0%). 

В группе крыс с профилактическим двукратным введением диборнола® смертность животных 
составила 4%. Таким образом, величина показателя выживаемость в группе крыс, получавших диборнол®, 
была значимо выше контроля. Профилактическое введение крысам диборнола® не изменяло структуру 
нарушений ритма в период ишемии. Однако в реперфузионный период среди животных, получавших 
диборнол®, увеличился процент животных без желудочковых фибрилляцией (33,4%) и снизилось число 
крыс с желудочковыми фибрилляциями (16,7%), оба показателя достоверно отличались от контроля. 

Выводы. На модели острой ишемии миокарда с реперфузией у крыс профилактическое двукратное 
введение диборнола® в дозе 100 мг/кг повышает выживаемость животных до 96%. В период острой 
окклюзии коронарной артерии диборнол® не проявляет выраженного влияния на структуру нарушений 
ритма в период ишемии. В период реперфузии диборнол® значимо снижает число животных с 
желудочковыми фибрилляциями и повышает число крыс без желудочковых аритмий. 
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Dibornol® - 4-methyl-2,6-diizobornilfenol, hindered phenolic compound, - effective antioxidant synthesized in 
the Institute of Chemistry Komi Scientific Center, Ural Departament of Russia Academy of Sciences. Dibornol 
posses a pronounced hemorheological activity, reduces blood viscosity and erythrocyte aggregation, exhibits 
antiplatelet and antithrombogenic effects. The purpose of this research was investigation the antiarrhythmic 
activity of dibornol in coronary occlusion model with reperfusion. 

Materials and methods. The antiarrhythmic effect of dibornol after prophylactic administration was studied on 
51 Wistar male rats, anesthetized with thiopental sodium (60 mg/kg). The occlusion of the left coronary artery at 
the lower edge of auricula sinistra level carried out by the A.H.Kogan’ method. The left coronary artery was 
occluded for 10 minutes, then reperfusion was performed by the ligature removed. ECG in II standard lead was 
continuously registered by computer electrocardiograph Poly-Spectrum-8/L during the period of ischemia and 
reperfusion. Dibornol was administered as a suspension in 1 ml of 2% starch slime prophylactically twice: 24 and 
3 hours before ischemia at a dose of 100 mg / kg. The control animals received 1 ml of 2% starch slime in the 
same periods. Statistical analysis was performed by standard methods using the Student t-test and χ2 test using 
the software package «Statistica 6.0». The mean and standard error were calculated. 

Results. Mortality of animals in the control group was 23%. All forms of ventricular arrhythmias are found in 
the ischemic period in the rats of the control group, the main part of arrhythmias included ventricular tachycardia 
(23,1%) and ventricular fibrillation (61,5%). In the reperfusion period the main part of cardiac arrhythmia in control 
group of animals were ventricular tachycardia (24%) and ventricular fibrillation (60.0%) too. 

In the group of rats with prophylactic administration of dibornol animal mortality was 4%. Thus, the value of the 
survival rates in the group of rats treated with dibornol was significantly higher than the control level. Prophylactic 
dibornol administration in rats did not change the structure of arrhythmias during ischemia. However, during 
reperfusion period in rats treated with dibornol, the percentage of animals without ventricular fibrillation (33.4%) 
was  increased and the number of rats with ventricular fibrillation (16.7%) was decreased, both values were 
significantly different from controls. 

Conclusions. In the model of acute myocardial ischemia with reperfusion in rats preventive dibornol 
introduction in dose of 100 mg / kg increases the survival of animals up to 96%. During acute coronary artery 
occlusion dibornol shows no marked influence on the structure of arrhythmias. During reperfusion period dibornol 
significantly reduced the number of animals with ventricular fibrillation and increases the number of rats without 
ventricular arrhythmias. 
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В процессах клеточного деления и дифференцировки, происходящих в доимплантационный период 
эмбриогенеза млекопитающих важную роль играет опиоидный нейропептид – бета-эндорфин. Он 
секретируется фолликулярными клетками, регулируя созревание и овуляцию ооцитов, а также клетками 
эндометрия во время имплантации эмбриона в стенку матки [1,2]. В начале 80-х годов американскими 
учеными при выделении из экстракта плаценты человека бета-эндорфина был получен фрагмент 364-377 
(SLTCLVKGFYPSDI) Н-цепи иммуноглобулина G, имеющим 50% подобия с центральной часть 10-23 
молекулы бета-эндорфина [3]. Завьялов и др. синтезировали декапептид иммунорфин, соответствующий 
последовательности 364-373 H-цепи IgG человека [4]. Позднее ими было установлено, что иммунорфин 
конкурирует с 125I-меченным бета-эндорфином за связывание с неопиоидными рецепторами бета-
эндорфина на перитонеальных макрофагах мыши. Позднее была получена панель его фрагментов и 
изучено специфическое связывание с мембранами головного мозга крысы. Оказалось, что самым 
активным фрагментом иммунорфина является фрагмент 6-10 – пентарфин (VKGFY) [5]. Для увеличения 
жизни пептида в активной среде была получена циклическая форма (cyclo VKGFY) (Рис.1). 

Целью данной работы было изучить влияние бета-эндорфина, 
пентарфина (VKGFY) и циклопентарфина (cyclo(VKGFY)) на 
развитие ранних эмбрионов мыши in vitro, а также исследовать 
влияние пептидов на развитие эмбрионов в присутствии блокатора 
опиоидных рецепторов налоксона. 

Нами было изучено действие бета-эндорфина, пентарфина и 
циклопентарфина, на развитие 2- и 8-клеточных эмбрионов мыши 
линии SHK. Культивирование эмбрионов проводилось в среде М16 
(Sigma, США) при 37оС и 5% СО2. Были исследованы 
физиологические концентрации пептидов (от 1нМ до 1мкМ). 

В ходе проделанной работы было установлено, что наиболее 
активным из всех исследуемых веществ является 
циклопентарфин, в концентрации 0,1 мкМ. Установлено, что при 
культивировании эмбрионов с исследуемыми пептидами 
увеличивается процент выживаемости эмбрионов, количество зрелых бластоцист и случаи выхода 
бластоцист из оболочек оплодотворения по сравнению с контролем. При культивировании 2-клеточных 
эмбрионов мыши было отмечено, что все протестированные пептиды стимулировали развитие эмбрионов 
по сравнению с контролем. При культивировании 8-клеточных эмбрионов в присутствии пентарфина и 
циклопентарфина наблюдалось низкое количество аномально развитых бластоцист, по сравнению с 
контролем и максимальное количество эмбрионов сформировавших бластоцисту. Отмечено, что в 
присутствии циклопентарфина наблюдалось ускорение развития эмбрионов, снижение числа аномально 
развитых эмбрионов, что свидетельствовало об отсутствии патологических процессов во время развития. 
Исследования с налоксоном показали, что действие пептидов на ранние эмбрионы мыши осуществляется 
через неопиоидный рецептор β-эндорфина. 

Таким образом, нами было установлено, что исследуемые пептиды могут выступать в роли 
биологически активных веществ, которые способны обеспечить нормальное развитие ранних эмбрионов 
мыши в условиях культивирования in vitro. 
 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (проект № 12-04-32132 мол_а). 
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Рисунок 1. Структура циклопентарфина 



 
 

 96

USE OF BIOLOGICALLY ACTIVE IMMUNOGLOBULIN-LIKE PEPTIDE AS THE STIMULATOR 
OF THE EARLY EMBRYOS DEVELOPMENT OF MAMMALS 

 
1Chernov A.S., 1,2 Reshetnikov D.A., 3Kovalitskaya Yu.A. 

 
1 Institute of theoretical and experimental biophisics RAS, Pushchino, Russia 

е-mail: c.h.e.r.n.o.v@rambler.ru. 
2 Branch of Lomosov Moscow state universitu in Pushchino, Russia 

3 Branch of Shemyakin and Ovchinnikov institute of bioorganic chemistry RAS, Pushchino, Russia 
 

In processes of cellular division and differentiation, occurring during the preimplantation period embryogenesis 
of mammals an important role is played by an opioid neuropeptide – beta-endorphin. It’s secreted by follicular 
cells surrounding the ovum; it seems to regulate oocyte maturation and ovulation [1], whereas the endometrium 
cells secrete beta-endorphin during embryo implantation into the uterine wall [2]. In the early eighties the 
American scientists at allocation from extract of placenta of the person of beta-endorphin received a fragment of 
364-377 (SLTCLVKGFYPSDI) N-chains of the immunoglobulin G, having 50% of similarity with central part of 10-
23 molecules of beta-endorphin [3]. Zavyalov etc. synthesized immunorphin, 364-373 H-chains of IgG of the 
person corresponding to sequence [4]. Later by them it was established that immunorphin competes with 125I-
beta-endorphin-labeled for binding with nonopioid receptors of beta-endorphin on peritoneal macrophages of a 
mouse. Later the panel of its fragments was received and specific binding with membranes of a brain of a rat is 
studied. It appeared that the most active fragment immunorphin is the fragment 6-10 – pentarphin (VKGFY) [5]. 
For increase in life of peptide in the active environment the cyclic form (cyclo VKGFY) was received (fig. 1). 

The aim of this work was to study influence of beta-endorphin, 
pentarphin and cyclopentarphin on early mouse embryo development 
in vitro, and also to investigate influence of peptide on development of 
embryos in the presence of a blocker of opioid receptors naloxone. 

We studied effect of beta-endorphin, pentarphin and 
cyclopentarphin on development of 2- and 8-cellular embryos of a 
mouse of the SHK line. Cultivation of embryos was carried out in the 
environment of M16 (Sigma, the USA) at 37оС and 5% of CO2. 
Physiological concentration of peptides (from 1nМ to 1µМ) were 
investigated. 

During the done work it was established that most active of all 
studied substances is cyclopentarphin, in concentration of 0,1 µM. It is 
established that at cultivation of embryos with studied peptides the 
percent of survival of embryos, quantity mature a blastocystes and exit 
cases a blastotsist from fertilization covers in comparison with control increases. At cultivation of 2-cellular 
embryos of a mouse it was noted that all tested peptides stimulated development of embryos in comparison with 
control. At cultivation of 8-cellular embryos at presence pentarphin and cyclopentarphin the low quantity 
abnormally developed a blastotsist, in comparison with control and the maximum quantity of embryos created to a 
blastocyste was observed. It is noted that at presence cyclopentarphin acceleration of development of embryos, 
decrease in number of abnormally developed embryos that testified to lack of pathological processes during 
development was observed. Researches with the naloxone showed that effect of peptides on early mouse 
embryos is carried out through a nonopioid receptor of beta-endorphin. 

Thus, by us it was established that studied peptides can act as biologically active agents which are capable to 
provide normal development of early embryos of a mouse in the conditions of in vitro cultivation. 

 
Work is performed with financial support of a grant of the RFBR (№ 12-04-32132 мол_а) 
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Figure 1. Structure of cyclopentarphin 
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На сьогоднішній день порушення клітинного кальцієвого гомеостазу за умов розвитку хвороби 

Альцгеймера, а також внесок мітохондріальної пори неспецифічної проникності у цей процес вивчені 
недостатньо. Тому мета роботи полягала у встановленні впливу блокатору мітохондріальної пори - 
циклоспорину А (СsA) на кальцієву сигналізацію нейронів культури гіпокампа щурів при моделюванні 
хвороби Альцгеймера.  

Дослідження проводили на нейронах культури гіпокампа щурів, при інкубації клітин в присутності β1–42-
амілоїда (βА). Внутрішньоклітинну концентрацію кальцію визначали з використанням мембранопроникної 
форми кальцій-чутливого барвника fura-2/AM (5 мкМ), за допомогою якого вимірювали відношення 
флуоресцентних сигналів на двох довжинах хвиль R = F1/F2. В експериментах порівнювали амплітуду 
кальцієвих транзієнтів, викликаних деполяризацією мембрани гіперкалієвим розчином (50 мМ, 5 сек) у 
нейронах що інкубувалися з βА (2 мкМ, 24 год), а також у таких після спільної інкубації з βА (2 мкМ, 24 год) 
та СsA (1,25 мкМ, 24 год). В ході експериментів нами було встановлено, що під впливом блокатору 
мітохондріальної пори - СsA, амплітуда кальцієвих транзиєнтів значно зменшувалась та складала 54 ± 4 % 
відносно нейронів, які інкубувались лише з βА. Нами було зроблено припущення, що мітохондріальна пора 
нейронів гіпокампу може відігравати суттєву роль в розвитку хвороби Альцгеймера. 
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The disorders of cellular calcium homeostasis under Alzheimer's disease, as well as the contribution of 

mitochondrial permeability transition pore in this process are insufficiently studied for today. Therefore, the aim of 
this research was to establish the influence of the mitochondrial pore blocker - cyclosporine A (CsA) on the 
calcium signaling of rat hippocampal culture neurons under modeling of Alzheimer's disease. 

The studies were performed on rat hippocampal culture neurons under cells incubation in the presence of β1-

42-amyloid (βA). Intracellular calcium concentration was determined using membrane-permeable form of the 
calcium-sensitive dye fura-2/AM (5 µM). Using last the ratio of fluorescent signals at two wavelengths R = F1/F2 
was measured. In the experiments we compared the amplitude of calcium transients caused by high potassium 
solution (50 mM, 5 sec) membrane depolarization in neurons incubated with βA (2 µM, 24 h) and in such after 
common incubation with βA (2 µM, 24 h) and CsA (1.25 µM, 24 h). During experiments we found that under the 
influence of mitochondrial pore blocker - CsA the amplitude of calcium transients significantly decreased and it 
was amount to 54 ± 4% compare to neurons incubated only with βA. We have assumed that the mitochondrial 
pore of hippocampal neurons may play a significant role in the development of Alzheimer's disease. 
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ВЛИЯНИЕ ГИПОКИНЕТИЧЕСКОГО СТРЕССА НА ИЗМЕНЕНИЕ БОЛЕВОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
ЖИВОТНЫХ В УСЛОВИЯХ БЛОКАДЫ ОПИОИДНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 

 
Чуян Е.Н., Заячникова Т.В. 

 
Таврический национальный университет им. В.И. Вернадского, Симферополь, Украина 

 
Исследования последних лет продемонстрировали важную роль системы опиодных пептидов (ОпП) 

при стрессорных воздействиях и непосредственное участие в реализации стресс-реакции организма как 
регуляторов уровня болевой чувствительности и модуляторов эмоционального, поведенческого, 
вегетативного и других компонентов этих реакций. Данные по изучению распределения опиоидных 
рецепторов, их лигандов в мозге, биохимических и фармокологических свойств ОпП, а также 
экспериментов, проведенных с применением антагониста опиоидных рецепторов – налоксона явились 
базой для предположения, что различные виды обезболивания обеспечиваются, главным образом, ОпП. 

Целью данного исследования явилось выявление роли системы ОпП в механизмах модифицирующего 
действия суточного  гипокинетического (ГК) стресса на болевую чувствительность крыс.  

Экспериментальных животных (беспородные крысы-самцы массой 180-250 г.) раздели на четыре 
группы по десять особей. Первая группа служила контролем, крысы этой группы подвергались острому 
тоническому болевому воздействию в «формалиновом тесте» (ФТ). Животные второй  (ГК+ФТ) и 
четвертой (ГК+Н+ФТ) групп подвергались комбинированному действию ГК стресса и болевого фактора.  
Животным третьей  (Н+ФТ) и четвертой (ГК+Н+ФТ) групп за 15 минут до экспериментального воздействия 
внутрибрюшинно вводили неселективный блокатор опиоидных рецепторов – раствор налоксона (Н) 
(«Sigma», США). Данный препарат является ((-)-17-аллил-4,5(-эпокси-3,14-дигидроксиморфин-6-он)) 
гидрохлорида дигидратом, принадлежит к группе неселективных блокаторов всех субтипов опиоидных 
рецепторов, устраняет центральное и периферическое действие опиоидов, включая эндогенные 
эндорфины. Налоксон вводился из расчета 10 мг на 1 кг веса животного.  

Как показали результаты исследования, при изолированном действии болевого стресса (ФТ) у 
животных продолжительность болевой реакции составила 1018,7±87,88 с. При комбинированном действии 
ГК стресса и болевого фактора у крыс второй группы (ГК+ФТ) отмечалось уменьшение 
продолжительности болевой реакции на 44,94 %  (р<0,001) относительно значений, полученных у 
животных контрольной группы (ФТ). Таким образом, экспериментальное воздействие ГК вызвало 
снижение болевой поведенческой реакции животных, что свидетельствует о развитии перекрестной или 
кросс-адаптации. 

После предварительной инъекции налоксона у животных третьей группы (Н+ФТ) отмечалось 
увеличение общей продолжительности болевой реакции на 25,78 % (p<0,01) относительно значений у 
животных, подвергнутых только болевому воздействию (ФТ), что свидетельствует об увеличении болевой 
чувствительности у крыс в условиях блокады опиодных рецепторов. 

На фоне инъекции налоксона комбинированное воздействие  ГК и болевого воздействий у животных 
четвертой группы (ГК+Н+ФТ) вызвало увеличение  продолжительности болевой реакции на 64,48 % 
(p<0,001) по сравнению со значениями у крыс второй группы (ГК+ФТ). При этом продолжительность 
болевой реакции приближалась к таковой у крыс, подвергнутых изолированному действию болевого 
фактора (ФТ). 

Таким образом, при блокаде опиоидных рецепторов гипокинетический стресс приводит к увеличению 
продолжительности болевой реакции относительно значений у животных, подвергнутых 
комбинированному действию ограничения подвижности и болевого фактора, что доказывает участие 
системы опиоидных пептидов в механизмах модифицирующего действия гипокинетического стресса на 
болевую чувствительность.  
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HYPOKINETIC STRESS EFFECT ON THE ANIMAL PAIN SENSITIVITY (ALGESTHESIA) CHANGE IN 
CONDITIONS OF OPIOID RECEPTORS BLOCKADE 

 
Chuyan Е. N., Zayachnikova Т. V. 

 
Taurida National University, Simferopol, Ukraine 

 
Studies of recent years have demonstrated the important role of the opioid peptides (OP) in the presence of 

stress influences and their direct involvement in the implementation of stress reaction of the body as algesthesia 
level regulators and modulators of emotional, behavioral, vegetal, and other components of these reactions. Data 
on the distribution of opioid receptors and their ligands in the brain, biochemical and pharmaceutical properties of 
the OP, as well as experiments carried out with use of opioid receptor antagonist - naloxone were the basis for 
the assumption that different types of anesthesia are mainly provided by OP. 

The aim of this study was to identify the role of the opioid peptides system in the mechanisms of modifying 
influence of daily hypokinetic (HK) stress on algesthesia of rats. 

Experimental animals (inbred male rats weighing 180-250 g) were divided into four groups of ten animals. The 
first group served as a control, the rats in this group were subjected to acute painful tonic effect in "Formalin test" 
(FT). Animals of the second (HK + FT) and fourth (HK + N + FT) groups were subjected to the combined action of 
HK stress and pain factor. The animals of the third (N + FT) and fourth (HK + N + FT) groups 15 minutes before 
experimental exposure (treatment) had intraperitoneal injection of nonselective opioid receptor blocker - solution 
of naloxone (N) («Sigma», USA). This drug is a ((-)-17-allyl-4, 5 (-epoxy-3,14-digidroksimorfin-6-он)) 
hydrochloride dihydrate and it belongs to a group of non-selective blockers of all subtypes of opioid receptors, it 
eliminates the central and peripheral effects of opioids including endogenous endorphins. Naloxone was 
administered at 10 mg per 1 kg of body weight.  

Research results have shown that at isolated action of painful stress (FT) duration of pain reaction of animals 
was 1018,7 ± 87,88 s. At combined action of HK stress and pain factor rats of the second group (HK + FT) had a 
decrease in the duration of pain reaction to 44.94% (p <0.001) compared to data obtained in the control group 
(FT). Thus, the experimental impact of HK caused reduction of pain behavioral reactions of animals, indicating the 
development of cross-adaptation. 

After the pre-injection of naloxone, animals of the third group (N + FT), showed an increase in the total 
duration of pain reaction to 25,78% (p <0,01) compared to data of animals exposed to only the painful effects 
(FT), which indicates an increase of pain sensitivity (algesthesia) of rats in conditions of blockade of opioid 
receptors. 

On the background of naloxone injection, combined effects of HK and painful effects in animals of the fourth 
group (HK + N + FT) caused an increase in the duration of pain reaction to 64,48% (p <0,001), compared to 
values in rats of the second group (HK + FT). The duration of pain reaction was close to that of rats exposed to 
the isolated action of the pain factor (FT). 

Thus, under blockade of opioid receptors hypokinetic stress leads to prolonged pain reaction compared to 
values of animals exposed to the combined effect of restriction of movement and pain factor, which proves the 
involvement of opioid peptides in the mechanisms of modifying action of hypokinetic stress on pain sensitivity 
(algesthesia). 
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АНТИУЛЬЦЕРОГЕННЫЕ СВОЙСТВА НЕБИВОЛОЛА 
 

Чуян Е.Н., Раваева М.Ю., Подаревская А.М., Белый И.О. 
 

Таврический национальный университет имени В.И. Вернадского,  
e-mail: mravaeva@ukr.net 

 
Исследование посвящено изучению антиульцерогенных свойств высокоселективного b1-блокатора 

Небиволола (НБ), особенностью которого является способность повышать NO-синтазную активность и 
увеличивать высвобождение NO эндотелием сосудов с последующей физиологической вазодилатацией. 
Поскольку известно, что в основе  ульцерогенеза лежит гипоксия слизистой оболочки желудка, которая  
формируется за счет локальных процессов поражения микроциркуляторного русла и нарушений его 
регуляции, то можно предположить, что НБ, благодаря наличию у него NO-синтазной активности, 
способен оказывать антиульцерогенные свойства, обеспечивая поддержание физиологической регуляции 
гемодинамики гастродуоденальной зоны при действии стрессирующего фактора. 

Исследование антиульцерогенных свойств НБ (производство "Berlin-ChemieAg (MenariniGroup)", 
Германия) проводился с использованием 80 беспородных крыс-самцов (масса 120-140 г)., который 
вводили внутрибрюшинно в дозе 1,25 мг/кг объемом 0,2 мл по следующей схеме: одно-; двух-; 
трехкратное введение после стресса и 10-тикратное превентивное введение до стресса. 
Стрессорныйульцерогенез индуцировали в модели вынужденного плавания  (животные плавали  в 
бассейне (t +200C) в течение 60 мин). В конце экспериментов крыс умерщвляли методом кранио-
цервикальной дислокации, желудки вскрывали по малой кривизне и с помощью лупы определяли число и 
площадь деструкций слизистой оболочки желудка (СОЖ), среднее количество изъязвлений на одно 
животное в группе, процент животных с язвами и  эрозиями, а так же вычисляли индекс Паулса (ИП) и 
противоязвенную активность (ПА) по формулам : 

ИП= Среднее количество язв х % животных с язвами/ 100 %; 
ПА=ИП контрольной группы / ИП опытной группе, 
при этом, если ПА≥2, то это свидетельствовало о наличии антиульцерогенных свойств у НБ. 
Как показали результаты исследования, внутрибрюшинное введение НБ ограничивало образование 

всех видов язвенных дефектов и оказывало выраженное ульцеропротекторное действие (табл.). 
Противоязвенная активность НБ после одно-, двух ,трехкратного и превентивного введения составила 
1,47 у.е.  2.11 у.е. , 2.34 у.е. и 2,33 у.е. соответственно. Следовательно, НБ проявлял противоязвенную 
активность уже после двухкратного введения. Интересно отметить, что антиульцерогенный эффект НБ 
достоверно не изменялся при увеличении кратности применения, а также при превентивном 10-тикратном 
введении по сравнению с таковыми показателями после двух- и трехкратного введения.  
 
Таблица. Показатели стрессорногоязвообразования после одно-двух- , трехкратного (через 24, 48 и 72 ч. 
после стресса соответственно) и превентивного введения Небиволола в % относительно показателей в 

контрольной группе, принятых за 100 %. 

 
 

Площадь язв, %
 

Площадь  
эрозий, % 

Средняя 
площадь  
поражений, % 

Индекс Паулса, 
% 

24 часа 54,7 (р≤0,05) 82,7 71,4 (р≤0,05) 67,9 (р≤0,05) 

48 часов 38,8 (р≤0,05) 78,5 67,6 (р≤0,05) 47,3 (р≤0,05) 

72 часа 47,2 (р≤0,05) 64,2(р≤0,05) 60,9 (р≤0,05) 42,8 (р≤0,05) 

превентивно 27 (р≤0,05) 78,7 68,6 (р≤0,05) 42,8 (р≤0,05) 
Примечания: р≤0,05- достоверность различий показателей с контрольной группой при р≤0,05. 
 

Таким образом, НБ проявляет выраженный антиульцерогенный эффект, который проявляется уже 
после 2-хкратного применения, однако не увеличивается при многократном и превентивном введении. 
Вероятно, это связано с особенностями метаболизма НБ, который не обладает эффектом накопления. 
Результаты настоящего исследования продемонстрировали, что NO-синтазная активность НБ оказалась 
эффективной защитой СОЖ при стресс-индуцированном повреждении как в случае применения до, так и 
после стрессорного воздействия. Ульцеропротекторная активность НБ, по-видимому, связана не только со 
стресспротекторными свойствами в целом, но и с его антиоксидантными свойствами, поскольку показано, 
что НБ уменьшает деградацию оксида азота свободными радикалами, вследствие чего увеличивается его 
доступность. 
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ANTIULCEROGENESIS PROPERTIES OF NEBIVOLOL 
 

Chuyan E.N., Ravaeva M.Y., Podarevskaya A.M., Beliy I.O. 
 

Taurida National V.I. Vernadsky University 
 

Our research investigates antiulcerogenic properties of highly selective b1-blocking agent  Nebivolol (NB), a 
feature of which is the ability to increase the NO-synthase activity and to release NO from the vascular 
endothelium followed by physiological vasodilation. Since it is known that the basis of ulcerogenesis is hypoxia of 
the gastric mucosa which is formed by the local processes of microvascular damage and violations in its 
regulation, then, it is likely that NB thanks to its NO-synthase activity is able to provide antiulcerogenic properties  
ensuring the maintenance of physiological regulation of gastroduodenal hemodynamics under stress. 

The research of antiulcerogenic properties  of NB (produced by "Berlin-Chemie AG (Menarini Group)", 
Germany) was carried out using 80 inbred male rats (weight 120-140 g). The rats were given ip injections of NB  
at a dose of 1.25 mg / kg, volume 0, 2 ml as follows: one-, two-, three injection after stress and 10 preventive 
injections before stress. Ulcerogenesis stress was induced in the model of forced swimming (the animals swam in 
the pool (t +20 C) for 60 minutes.) At the end of the experiments the rats were killed by cranio-cervical dislocation, 
their stomachs were opened along the lesser curvature.  Then, using the magnifier we determined  the number 
and area of destructions of the gastric mucosa (GM), the average number of ulcers per animal in the group, the 
percentage of animals with ulcers and erosions, and also calculated Pauls index (PI) and antiulcer activity (AA) by 
the formulas: 

PI = average number of ulcers x % of animals with ulcers / 100%; 
AA = PI of control group / PI of experimental group 
in this case, if AA ≥ 2, then it indicated the presence of antiulcerogenic properties in NB. 
The results of the study showed that the  ip injections of NB limited the formation of all types of ulcers and had 

a marked ulcerprotective effect (Table). Antiulcer activity of NB after one, two, three injections and the preventive 
injection was 1.47 , 2.11, 2.34  and 2.33 cu respectively. Therefore, NB manifested antiulcer activity after two 
injections.  It is interesting to note that the antiulcerogenic effect of NB wasn’t definitely changing with increasing 
multiplicity of applications, as well as after preventive 10  injections compared to those indexes after two and 
three injections . 
 

Table. Indexes of the stress ulcer formation after one,two, three injections (in 24, 48 and 72 h after stress, 
respectively) and  preventive injections of Nebivolol in % relative to those in the control group as 100 %. 

 
 

Number of 
ulcers,% 
 

Number of 
erosions,% 

Average number 
of lesions,% 

Pauls 
Index, % 
 

24 hours 54,7 (р≤0,05) 82,7 71,4 (р≤0,05) 67,9 
(р≤0,05) 

48 hours 38,8 (р≤0,05) 78,5 67,6 (р≤0,05) 47,3 
(р≤0,05) 

72 hours 47,2 (р≤0,05) 64,2(р≤0,05) 60,9 (р≤0,05) 42,8 
(р≤0,05) 

preventively 27 (р≤0,05) 78,7 68,6 (р≤0,05) 42,8 
(р≤0,05) 

Notes: p ≤ 0,05 – difference significance from the control group of rats performance  
 

Thus, NB displays pronounced antiulcerogenic effect, which manifests itself even after a 2 applications, but 
does not increase with repeated and preventive injections. This is probably due to the peculiarities of  NB 
metabolism which does not have accumulative effect. The results of this research demonstrated that the NO-
synthase activity of NB turned up effective protection of gastric mucosa in stress-induced damage as well as in 
the case of before and after the stress exposure. Ulcerprotection activity of NB, apparently, is not only related to 
stress-protection properties in general, but also to its antioxidant properties, because it was demonstrated that NB 
decreases degradation of nitric oxide by free radicals, thus increasing NO’s availability. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ЛАЗЕРНОЙ КОНФОКАЛЬНОЙ МИКРОСКОПИИ И 
ПОТЕНЦИАЛЧУВСТВИТЕЛЬНОГО ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ЗОНДА DіОС6(3) ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 

ВЛИЯНИЯ НИТРОЗАКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ НА ПОЛЯРИЗАЦИЮ ВНУТРЕННЕЙ 
МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ МЕМБРАНЫ ГЛАДКОМЫШЕЧНЫХ КЛЕТОК  

 

Данилович Ю.В., Данилович А.В., Коломиец О.В., Чунихин А.Ю., Карахим С.А.  
 

Институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев, Украина 
e-mail: danylovychy@biochem.kiev.ua 

 

Потенциал на внутренней митохондриальной мембране является важнейшим показателем 
эффективности функционирования электрон-транспортной цепи и регулятором таких ключевых 
митохондриальных структур, как АТР-синтаза и пора переходной проводимости. Уровень поляризации 
митохондриальной мембраны контролирует функционирование локализованных в ней катион-
транспортирующих систем, в частности тех, которые поддерживают оптимальную концентрацию Са2+ и К+ 
в матриксе [1]. В связи с установлением доминирующего значения оксида азота в механизмах релаксации 
гладких мышц [2], изучение влияния нитрозактивных соединений (самого оксида азота или его редокс-
форм) на уровень поляризации внутренней митохондриальной мембраны является важной задачей 
биомембранологии. 

 Нами исследовано влияние нитрозактивных соединений (нитропруссида и нитрита натрия) на уровень 
поляризации внутренней митохондриальной мембраны миоцитов матки с использованием метода 
лазерной конфокальной микроскопии и потенциалчувствительного флуоресцентного зонда DiOC6(3) (3,3 '-
дигексилоксакарбоцианина) [3]. 

Миоциты из матки крыс выделяли с помощью коллагеназы и соевого ингибитора трипсина [4]. 
Визуализацию клеток осуществляли с использованием конфокального микроскопа LSM 510 META ( “Carl 
Zeiss”, Германия), иммобилизировали миоциты из физиологической среды Хенкса на поли-L-лизине в 
лунках культуральных плашек. Нами продемонстрирована солокализация в интактных миоцитах 
специфических для митохондрий флуоресцентных зондов (MitoTracker Orange CM-H2TMRos, λвозб = 543 
нм, λфл = 560-615 нм,  10 - nonyl acridine orange, λвозб = 488 нм, λфл = 505-530 нм) и DiOC6(3), λвозб = 488 нм, 
λфл = 505-530 нм. Для доказательства возможности использования DiOC6(3) с целью регистрации 
изменений потенциала внутренней мембраны митохондрий интактных миоцитов нами использованы 
специфический ингибитор IV комплекса электрон-транспортной цепи – азид натрия, а также оуабаин, 
который вызывает деполяризацию плазматической мембраны миоцитов путем ингибирования Na+, К+ - 
АТРазы. В случае применения оуабаина (1 мМ) нами не зарегистрированы изменения флуоресценции 
DiOC6(3), однако использование азида натрия (4 мМ) сопровождалось значительным тушением 
флуоресценции красителя. Эти результаты дают основание предположить, что DiOC6(3) взаимодействует 
преимущественно с поляризованными митохондриями миоцитов, причем вклад транссарколеммального 
потенциала незначителен.  

Дальнейшими исследованиями с использованием лазерной конфокальной микроскопии нами 
показано, что нитропруссид натрия в концентрации 0,1 мМ вызывает умеренное снижение 
трансмембранного потенциала митохондрий на протяжении 5 минут экспозиции, составляющее 23,9±2,6 
% относительно контрольных значений (для расчетов использовали результаты компьютерной обработки 
10 клеток), действие нитрита натрия в этом варианте эксперимента не наблюдалось. 

Полученные результаты качественно подтверждаются методом проточной цитофлуориметрии по 
изменению интенсивности флуоресценции DiOC6(3) в оптимальной концентрации 100 нМ (использовали 
цитофлуориметр Coulter Epics XLTM, «Beckman Coulter», США, с аргоновым лазером, λвозб = 488 нм, λфл = 
510 нм (канал Fl1). На протяжении 23 минут действия нитропруссида натрия эффективность его 
деполяризирующего влияния не превышала 25-27%. Эффект нитрита натрия в аналогичной концентрации 
существенно ниже нитропруссида натрия и становится статистически значимым лишь к 30 минуте 
экспозиции. 

Умеренное снижение потенциала на внутренней мембране митохондрий может свидетельствовать об 
уменьшении интенсивности функционирования электрон-транспортной цепи. При этом снижается как 
потребление кислорода митохондриями, так и риск избыточной генерации активных форм кислорода 
органеллами. Таким образом, мы предполагаем протекторное действие оксида азота по отношению к 
митохондриям гладкомышечных клеток. 
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Electric potential at the inner mitochondrial membrane is a main indicator of electron transport chain 

effectiveness and it is the key regulator of mitochondrial structures such as ATP-synthase and permeability 
transition pore. The membrane polarization level controls the cation-transporting systems localized there, as  
support the optimum concentration of Ca2+ and K+ in the matrix [1]. As the dominant roles of nitric oxide in the 
mechanism of smooth muscle relaxation was established [2], there is an important biomembranology task to 
study the effect nitrosoactive compounds (nitric oxide itself or its redox forms) to the level of inner mitochondrial 
membrane polarization. 

We investigated the effect of nitrosoactive compounds (sodium nitroprusside and sodium nitrite) to the 
polarization level of the inner mitochondrial membrane of uterus muscle cells by using the laser confocal 
microscopy and potential sensitive fluorescent probe DiOC6(3) (3,3 '-digeksiloksakarbocianine) [3]. 

Myocytes of rat uterus was isolated by using collagenase and soybean trypsin inhibitor [4]. A visualization of 
the cells was performed by using the confocal microscope LSM 510 META ("Carl Zeiss", Germany). Myocytes 
was immobilized from physiological Hanks solution on poly-L-lysine in the wells of the culture plates. We have 
demonstrated the colocalization of mitochondrial specific fluorescent probes in intact myocytes (MitoTracker 
Orange CM-H2TMRos, λex = 543 nm, λfl = 560-615 nm, 10 - nonyl acridine orange, λex = 488 nm, λfl = 505-530 
nm) and DiOC6 (3), λex = 488 nm, λfl = 505-530 nm. To prove the feasibility of DiOC6 (3) to register changes in 
potential mitochondrial inner membrane of intact muscle cells we used a specific inhibitor of IV complex of 
electron transport chain - sodium azide and ouabain which causes depolarization of the plasma membrane of 
muscle cells by inhibiting Na+, K+ - ATPase. In the case of ouabain (1 mM) we did not registered the fluorescence 
DiOC6(3) changes. However the use of sodium azide (4 mM) caused a significant quenching of fluorescence dye. 
These results suggest that DiOC6(3) interacts mainly with polarized mitochondria, at that the contribution of 
transsarkolemma potential is not significant. 

By using laser confocal microscopy we showed that sodium nitroprusside at 0.1 mM causes a moderate 
decrease in mitochondrial transmembrane potential within 5 minutes of exposure, constituting 23,9 ± 2,6 % 
relative to control values (the results of computer processing of 10 cells). The effect of sodium nitrite in this 
version of the experiment was not observed. 

The results are qualitatively confirmed by flow cytometry for changes in the intensity of fluorescence DiOC6 
(3) in an optimal concentration of 100 nM (cytometry was using by Coulter Epics XLTM, «Beckman Coulter», USA 
with an argon laser, λex = 488 nm, λfl = 510 nm (channel Fl1). Throughout 23 minutes of sodium nitroprusside 
depolarization action its effectiveness did not exceed 25-27%. Effect of sodium nitrite in a similar concentration is 
much lower sodium nitroprusside and becomes statistically significant only to the 30-minute exposure. 

Moderate reduction of electric potential at the inner mitochondrial membrane may indicate a decrease in the 
intensity of the electron transport chain operation. In this case, as mitochondrial oxygen consumption as the risk 
of excessive generation of reactive oxygen species by organelles are reducing. Thus, we expect a protective 
effect of nitric oxide with respect to the mitochondria of smooth muscle cells. 
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Экспериментальный фармакологический препарат «Скваакан» (патент №2211700 от 10.09.2003) 

получен из экстракта натуральных клеток печени акулы катрана – (Extractum hepatic Squalisacantias 
stabilisatae) творческой группой отдела Биоактивных соединений Института биомедицинских 
исследований ВНЦ РАН и РСО-А  в виде раствора по 2 мл для в/м инъекций 1, 2.В основе технологии его 
получения лежат процессы экстрагирования, стабилизации и тонкой очистки экстракта без применения 
стабилизаторов и консервантов, что позволило получить стерильный экстракт печени, с сохранением его 
действующих биологических начал, обеспечивающих лечебные свойства. 

Исследование химического состава препарата и его производных показало, что он содержит сквален и 
жирные кислоты (ЖК) в следовых количествах. В негидролизуемой фракции печени катрана методом 
хромато-масс-спектрометрии установлено наличие следующих веществ: селахиловый спирт (60%), 
химиловый спирт (10%) и его ненасыщенный аналог (10%), а также сквален (1,1%).  

Препарат «Скваакан»содержит комплекс биологически активных веществ, которыеобладают рядом 
свойств, получившим подтверждение в эксперименте и клинике, но механизм их действия, несмотря на 
эффективность применения при включении в качестве адьюванта в комплексную терапию патологии 
тканевого роста, изучен недостаточно широко.  

Согласно методическим указаниям по экспериментальному (доклиническому) изучению новых 
фармакологических веществ по препарату «Скваакан», изучено общетоксическое действие в остром и 
хроническом эксперименте на мышах и крысах. Показано, что «Скваакан» при внутрижелудочном, 
внутрибрюшинном и внутримышечном введении мышам и крысам по параметрам острой токсичности 
относится (ГОСТ 12.007-76) к IV классу опасности – «вещества малоопасные». Изучено влияние 
препарата на гемостаз invitro и invivo, на эритрон и лейкопоэз, исследованы антиоксидантная активность 
препарата, гепатопротекторные свойства, проведено сравнение его биологических эффектов с 
комплексными растительными адаптогенами (на систему гемостаза, липидный спектр, микро- и 
макрогемодинамику) 2. 

Препарат не токсичен, обладает антиоксидантными и иммуностимулирующими свойствами [7]. В 
экспериментальной модели рака молочной железы на крысах был показан химиопрофилактический 
эффект «Скваакана» (Патенты РФ №2291497 от 10.01.07; №2301073 от 20.06.07). Данный препарат в 
составе комплексной терапии дал положительный результат при патологии предстательной железы 
(Патент РФ №2250774 от 27.04.05) [3-6]. Ранее в эксперименте препарат проявлял: выраженные 
антиоксидантные свойства 7; существенную профилактическую активность при экспериментальном 
канцерогенезе молочной железы, проявляющуюся достоверным снижением частоты возникновения 
злокачественных опухолей, замедлением темпов их роста, что, возможно, обусловлено повышением 
противоопухолевой резистентности на групповом и индивидуальном уровнях 5, 6. 

Исследование механизмов действия препарата, определение органов, тканей и клеток мишеней для 
реализации его биологических эффектов, возможное определение новых, еще не изученных свойств, 
изучение противопоказаний применения при относительно небольших затратах на его производство 
может способствовать повышению эффективности существующих методов терапии адьювантной и 
неоадьювантной терапии новообразований доброкачественной и злокачественной этиологии, а также 
созданию новых лекарственных форм на основе биологически активного сырья, что актуально как для 
фундаментальной медицины, так и для практического здравоохранения.  
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The experimental pharmacologic preparation “Squaakan” (Patent of RF №2211700 of 10.09.2003) was 
received from the extraxtum hepatic Squalisacantiasstabilisatae by the creative group of the department of the 
Bioactive compounds of the Institute of Biomedical Research of RAS VSC and RNO in the form of the solution by 
2 ml for the intramuscular injections 1, 2. On the base of the technology of its getting is the process of extraction, 
stabilization and delicate purification of the extract without use of the stabilizers and conservants, that allowed to 
get sterile liver extract, with the preserve of its acting biologic beginning, providing medical properties.  

The research of the preparation chemical compound and its derivatesshowed, that it contains squalen and 
fatty acids (FA) in the trace ammounts. In non-hydrolysed fraction of hepatic Squalis according to the method of 
chromato-mass-spectrometry it is established the presence of the following substances: selachylalcohol (60%), 
chimylalcohol (10%) and its unsaturated analogue (10%), and squalen also (1,1%). 

The preparation contains the complex of the biologically active substances, that obtains a number of 
properties, having got the confirmation in the experiment and clinic, but the mechanism of their action, in spite of 
the use effectivity while the inclusion as adjuvant in the complex therapy of pathology of the tissue growth, is 
studied insufficiently wide. 

According to the methodic indication of the experimental (preclinical) study of the new pharmacologic 
substances on “Squaakan” preparation, it as studued generally toxic action in the acute and chronic experiment 
on mice and rats.  It was indicated, that “Squaakan”, while the intragastric, intraperitoneal and intramuscular 
injection to mice and rats according to the parameters of acute toxicity, belongs (STST 12.007-76) to the IV class 
of danger – “little dangerous substances”. The influence of the preparation on hemostasis invitroand invivo, on 
erythron and leukopoesies is studied, antioxidant activity of preparation, hepatoprotector properties were 
examined, the comparison of its biologic effects with the complex herbal adaptogens was carried on ( on 
hemostasis system, lipid spectrum, micro- and macrohemodynamics)2.  

The preparation is not toxic, obtained antioxidant and immunostimulating properties [7]. In the experimental 
model of mammary gland carcinoma on rats it was indicated chemoprophylactic effect of “Squaakan” (Patentsof 
RF №2291497 of 10.01.07; №2301073 of 20.06.07). The given preparation in the complex therapy compounds 
gave the positive result while the prostate gland pathology (Patentsof RF №2250774 of 27.04.05) [3-6]. The 
preparation showed earlier in experiment: expressed antioxidant properties 7; essential prophylactic activity 
while the experimental  carcinogenesis of mammal gland, showing the reliable decrease of the frequency of the 
malignant tumors manifestation, the slowing down of the speeds of their growth, that, probably, is due to the 
increase of antitumoral resistance at the group and individual levels 5, 6. 

The investigation of the mechanism action of the preparation, the determination of organs, tissues and cells of 
the targets for the realization of its biologic effects, possible determination of new, yet not studied properties, the 
study of use contraindications while relatively small expenditures on its production may promote the activity 
increase of the existing methods of therapy of adjuvant and neo-adjuvant therapy of tumors of benign and 
malignant etiology and the creation of new medicinal forms as well on the basis of biologically active raw 
materials, and it is actual both for the for the fundamental medicine and for practical public health. 
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Создание инновационных антиаритмических лекарственных препаратов является одним приоритетных 
направлений исследований в кардиологии. 

Опыт применения антиаритмических лекарственных средств в медицинской практике делает 
антиаритмические препараты (ААП) III класса препаратами выбора для  лечения  угрожающих жизни 
аритмий сердца, например, мерцательной аритмии. Однако при применении всех известных ААП III класса 
кроме выраженной антиаритмической активности может возникать опасный эффект проаритмии и ряд 
других побочных эффектов. В связи с этим исследования по поиску и созданию новых ААП III класса, 
отличающихся высокой эффективностью, избирательностью действия и отсутствием серьезных побочных 
эффектов, являются весьма актуальными. 

Ранее российскими учеными был создан высокоэффективный ААП III класса нибентан - гидрохлорид 
N-[5-(диэтиамино)-1-фенилпентил]-4-нитробензамида (1) [1]. Однако нибентан также имеет ряд 
недостатков, в том числе при его применении возможно возникновение проаритмии. 

С целью выявления биологически активных соединений, потенциально пригодных для создания новых 
антиаритмических лекарственных препаратов, нами синтезирован ряд производных 1-фенилпентана 2-11 
и изучена зависимость «структура-активность» в этом ряду. 

Степень антифибрилляторной активности зависит от природы заместителей в соединениях 1-11. 
Наличие нитро- и гидрокси- групп (R1)  в положении 4 фенильного кольца в сочетании с наличием 
диэтиламинного остатка (R2, R3) и 4-нитрофенил или фенильным заместителями (R4) увеличивает 
антифибрилляторную активность. Соединения 2, 3 оказались более активными, чем нибентан, и обладают 
большей продолжительностью действия. Антифибрилляторная активность 4-метокси производного 4 
сравнима с активностью нибентана (1). Соединение 5, в котором присутствуют 3,4-
диметоксифенилэтильная и метильная группы (R2, R3), - менее активны, чем нибентан. Замена 4-
нитрофенильной группы в молекуле нибентана (1) на 3-нитрофенильную, 3-пиридил, 4-
карбэтоксифенильную группы уменьшает антифибрилляторную активность соответствующих соединений 
6, 7, 8. Понижение активности наблюдается у соединения 9 при введении имино (Х=NH) вместо 
карбонильной группы (Х=О). Соединение 10 с бензилэтиламинной группой (R2, R3) и фенильным 
заместителем (R4) обладает слабой антифибрилляторной активностью. Замена нитро- группы (R4) на 
сульфометильную приводит к потере антифибрилляторной активности соединения 11. 

Таким образом, нами установлено, что введение нитро- и гидрокси- групп (R1) в положение 4 
фенильного кольца (R4)  в соединении 1 увеличивает антифибрилляторную активность производных 1-
фенилпентана. 
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1: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-4; Х=О; 2: R1= NO2; R

2=R3=Et; R4= Ph; Х=О;  
3: R1= NO2; R

2=R3=Et; R4= C6H4NO2-4; Х=О; 4: R1=MeO; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-4; Х=О;  
5: R1=H; R2=Me; R3= (CH2)2C6H3(OMe)2-3,4; R4=C6H4NO2-4; Х=О;  6: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-3; Х=О;  
7: R1=H; R2=R3=Et; R4=3-pyridyl; Х=О; 8: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4COOEt-4; Х=О;   
9: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-4; Х=NH; 10: R1= H; R2= Et; R3= CH2Ph; R4= Ph; Х=О;   
11: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4SO2Me-4; Х=О. 
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Creation of innovative anti-arrhythmic drugs is one of the priorities of Cardiology. 
Clinical experience with class III antiarrhythmics drugs has made them the drugs of choice for the treatment of 

life-threatening cardiac arrhythmias, such as atrial fibrillation. However, administration of all known class III 
antiarrhythmic drugs may induce the risk of proarrhythmia and a number of other side effects.   

Therefore, the design and synthesis of novel class III antiarrhythmics drugs with high efficiency, selectivity of 
action and lack of serious side effects are extremely relevant. 

Earlier, the highly efficient representative of class III antiarrhythmics drugs Nibentan (hydrochloride N-[5-
(diethylamino)-1-phenylpentyl]-4-nitrobenzamide (1)) was designed and synthesized by Russian scientists [1].  
Nevertheless, Nibentan exhibits a few adverse effects, including proarrhythmia. 

In order to identify biologically active compounds potentially suitable for use as new antiarrhythmic drugs, a 
large series of 1-phenylpentane derivatives 2-11 was synthesized and the "structure-activity" relationship among 
them was studied. 

We have demonstrated that the level of antifibrillatory activity depended on the nature of substituents in the 
compounds 1-11.  The presence of nitro- and hydroxyl- groups (R1) in the position 4 of the phenyl ring in 
combination with the presence of diethylamine residue (R2, R3) and 4-nitrophenyl- or phenyl- substituent (R4) 
increased the antifibrillatory activity.  The compounds 2 and 3 were more active than nibentan and exhibited a 
longer duration of action. Antifibrillatory activity of the 4-methoxy- derivative of 1-phenylpentane 4 was similar to 
one of nibentan (1a).  Compound 5, which contains 3,4-dimetoxyphenyletyl- and methyl groups (R2, R3), was less 
active than nibentan (1). Replacement of the 4-nitrophenyl- group (R4) in nibentan (1) by the 3-nitrophenyl-, 3-
pyridyl-, 4-carbethoxyphenyl- ones reduced the antifibrillatory activity of the corresponding compounds 6, 7, 8. 
Introduction of imino group (X = NH) instead of a carbonyl group (X=O) also reduced the activity of the compound 
9. Compound 10 containing benzylethylamino- group (R2, R3) and phenyl- substituent (R4) demonstrated a weak 
antifibrillatory activity. Replacement of the nitro- group (R4) by the sulphomethyl- one resulted in the loss of 
antifibrillatory activity of the compound 11. 

In summary, we have found that the introduction of nitro-and hydroxyl- groups (R1) in the position 4 of the 
phenyl ring (R4) in the compound 1 increased the antifibrillatory activity of 1-phenylpentane derivatives. 
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1: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-4; Х=О; 2: R1= NO2; R

2=R3=Et; R4= Ph; Х=О;  
3: R1= NO2; R

2=R3=Et; R4= C6H4NO2-4; Х=О; 4: R1=MeO; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-4; Х=О;  
5: R1=H; R2=Me; R3= (CH2)2C6H3(OMe)2-3,4; R4=C6H4NO2-4; Х=О;  6: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-3; Х=О;  
7: R1=H; R2=R3=Et; R4=3-pyridyl; Х=О;  8: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4COOEt-4; Х=О;   
9: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4NO2-4; Х=NH;  10: R1= H; R2= Et; R3= CH2Ph; R4= Ph; Х=О;   
11: R1=H; R2=R3=Et; R4=C6H4SO2Me-4; Х=О. 
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Захворювання нирок та сечовивідних шляхів є однією з найважливіших проблем сучасної медицини та 
фармації. З урахуванням значної розповсюдженості даних патологій, схильності до рецидивів, розвитку 
резистентності до традиційного лікування синтетичними засобами постає питання пошуку максимально 
безпечних, ефективних та відносно недорогих лікарських рослинних препаратів [1]. Перспективною рослиною 
для створення лікарських засобів є тополя китайська [2]. 

При розробці складу таблеток на основі екстракту листя тополі китайської (ЕЛТК) з метою вибору 
раціональних допоміжних речовин досліджували їх вплив на вільну насипну густину, насипну густину після 
усадки, плинністьмаси для таблетування, якість процесу пресування таблеток, їх зовнішній вигляд, однорідність 
маси, стійкість до роздавлювання, стираність в барабані та в установці псевдозрідженого шару, розпадання, 
вологопоглинання та зміни у зовнішньому вигляді таблеток під дією вологи. Для цього були вивчені: А – 
структуроутворюючі речовини на основі мікрокристалічної целюлози (МКЦ) (а1 – МКЦ 102, а2 – МКЦ 112, a3 – 
МКЦ 500, a4 – МКЦ 132, а5 – просолвSMCC 50); В – структуроутворюючі речовини на основі цукрів (b1 – 
таблетоза 80, b2 – лудіфлеш, b3 – лудіпрес,  b4 – компрі-цукор, b5 – сорбо-цель); С – розпушуючі речовини (c1 – 
натрію кроскармелоза, c2 – натрію карбоксиметил крохмаль, c3 – натрію крохмальгліколят, c4 – крохмаль 
преджелатинований, с5 – поліплаздон ХL-10); D – ковзні речовини (d1 – тальк, d2 – аеросил, d3 – неуселінUS 2, d4 

– кавамаксW7, d5–кавамаксW6); Е – змащувальні речовини (е1 – магнію стеарат, е2 – кальцію стеарат, е3 – 
кислота стеаринова, е4 – натрію лаурилсульфат, е5 – без змащувальної  речовини). Експеримент складався із 
25-ти серій, які були реалізовані у двох повторностях. Якісні фактори вивчали за допомогою 5x5 гіпер-греко-
латинського квадрату [3].За результатами досліджень були відібрані кращі допоміжні речовини, які забезпечили 
отримання таблеток ЕЛТК методом прямого пресування. 

На наступному етапі дослідження вивчали вплив шести кількісних факторів (х1 – середня маса таблеток, х2 – 
вміст МКЦ 12, х3 – вміст цукру-компрі, х4 – вміст поліплаздону XL 10, х5 – вміст тальку, х6 – вміст неуселінуUS 2) 
на основні фармако-технологічні характеристики порошків з ЕЛТК та показники якості готових таблеток за 
допомогою методу випадкового балансу[3]. На основі статистичної обробки отриманих результатів будували 
рисунки і за величиною медіани встановлювали вплив досліджуваного фактору на вивчений показник. 
Напрямок орієнтування медіани показував, в яку сторону спрямований цей вплив. Для подальшого вивчення з 
встановлення оптимального співвідношення обрано чотири допоміжних речовини.  

На завершальному етапі досліджень з метою встановлення оптимального складу таблеток вивчали чотири 
фактори (х1 – вміст МКЦ 12, х2 – вміст поліплаздону XL 10, х3 – вміст цукру-компрі, х4 – вміст неуселінуUS 2) за 
допомогою симетричного ротатабельного композиційного плану другого порядку[3].Інтерпретацію результатів 
дослідження проводили на підставі аналізу рівнянь регресії. Характер впливу досліджуваних факторів на 
фармако-технологічні властивості порошків з ЕЛТК і одержаних таблеток визначали величинами і знаками 
коефіцієнтів регресії. Після перетворення рівнянь регресії при фіксованому значенні факторів х2 і х3 на 
верхньому рівні будували лінії рівного виходу в системі координат для факторів х1 та х4 і знаходили оптимум. 
Таким чином був запропонований оптимальний склад таблеток ЕЛТК. 

З метою покращення зовнішнього вигляду, маскування гіркого смаку та підвищення стабільності діючих 
речовин в процесі зберігання на таблетки ЕЛТК необхідно було нанести захисну полімерну оболонку. Покриття 
одержаних таблеток передбачалось методом псевдозрідженого шару. Тому визначали залежність стираності, 
стійкості до роздавлювання, розпадання та вологопоглинання таблеток ЕЛТК від тиску пресування.За 
допомогою симетричного композиційного ортогонального плану другого порядку вивчали вплив температури 
повітря та часу дослідження на стираність таблеток в установці псевдозрідженого шару. Найменший показник 
стираності таблеток ЕЛТКзабезпечувався, коли камеру установки псевдозрідженого шару прогрівати до 
температури 77 °C і проводити знепилення таблеток протягом 58 с. 

Щоб вибрати оптимальнийплівкоутворювач вивчали вплив полімерів, барвників, а також готових композицій 
на якість утвореної оболонки на поверхні таблеток ЕЛТК, однорідність маси, стійкість до роздавлювання, 
розпадання та вологопоглинання. Статистичну обробку отриманих даних проводили використовуючи методи 
математичного планування експерименту. На підставі результатів дослідження найкращі характеристики 
покритих таблеток забезпечило використання плівкоутворюючогорозчинуAdvantiaTMPreferred. 

В результаті проведених досліджень розроблено оптимальний склад та запропоновано раціональну 
технологію таблеток на основі екстракту ЕЛТК, покритих плівковою оболонкою. 
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The kidney and urinary tract infection is one of the most important problems of modern medicine and pharmacy. 
Given the significant prevalence of these types of pathologies, the tendency to relapse and the growing resistance to 
conventional treatment with synthetic means, all this raises a question of finding safe, effective and relatively 
inexpensive medicinal herbal drugs[1].A promising plant to create this type of curing drug is Chinese poplar [2]. 

During the development of tablets based on the extract of Chinese poplar leaf with the aim of selecting rational 
excipients, an investigation was held on their influence on free bulk density, apparent density after shrinkage, weight 
fluctuation for tableting, quality of the process of compaction of tablets, their appearance, weight uniformity, stability 
to crushing, abrasion in the drum and in the fluidized bed, disintegration, moisture absorption and changes in the 
appearance of the tablets under the influence of moisture. With this purpose the following parameters were 
examined: A - structure-formed substances on the bases of microcrystalline cellulose (MCC) (a1 - MCC 102, a2- 
MCC 112, a3 - MCC 500, a4 - MCC 132, A5 - Prosolv SMCC 50); B - structure-based substance sugars (b1 - 
Tabletoza 80, b2 - Ludiflesh, b3 - Ludipres, b4 - Compri sugar, b5 - Sorb-cel); C - loosening agents (c1 - 
Croscarmellose sodium, c2 - Sodium carboxymethyl starch, c3 - Sodium starch glycolate, c4 – Pregelatinous starch, 
c5 - Polyplazdone XL-10); D - moving matter (d1 - Talc, d2 - Aeros, d3 - Neuselin US 2, d4 - Cavamax W7, d5 - 
Cavamax W6); E - lubricants (e1 - Magnesium stearate, e2 - Calcium stearate, e3 - Stearic acid, e4 - Sodium lauryl 
sulfate, e5 – Non-lubricating substance). The experiment consisted of 25 series which were conducted in two 
repetitive stages. The qualitative factors were examined using 5x5 hyper-Greco-Latin squares [3]. According to the 
research the best excipients were selected which helped to obtain the tablets based on the extract of Chinese poplar 
leaf by the method of direct compression.  

The next phase of the study examined the impact of six quantitative factors (x1 - average weight of tablets, x2 - 
content of MCC 12, x3 - content of Compri sugar, x4 - content of Polyplazdone XL 10, x5 - content of Talc, x6 - content 
of Neuselin US 2) on the main pharmaco-technological characteristics of powders made on the basis of the extract 
of Chinese poplar leaf and the quality indicators of tablets prepared by the method of random balance[3]. Based on 
the statistical analysis of the results, the drawings were made and the value of the median indicated the value of the 
impact of the examined factor on the studied parameter. The direction of median orientation indicated the direction of 
this impact. For further studies, from the determined optimal ratio four auxiliary substances were selected.  

At the final stage of the research, in order to determine the optimal composition of the tablets four factors were 
examined (x1 - MCC 12 content, x2 - content Poliplazdon XL 10, x3 – content of Compri sugar, x4 - content Neuselin 
US 2) with the help of symmetric rotational composite plan of the second order[3].The interpretation of the results of 
the research was carried out on the basis of the analysis of regression equations. The nature of the impact of the 
examined factors on the pharmaco-technological properties of powders made on the basis of the extract of Chinese 
poplar leaf and thus obtained tablets was determined by the magnitude and values of the regression coefficients. 
After the transformation of regression equations with the fixed values of the factors x2 and x3 on the top level the 
lines were drawn of the equal access to the coordinate system for the factors x1 and x4, and the optimum was 
determined. In this way the optimal composition of the tablets made on the basis of the extract of Chinese poplar leaf 
was proposed.   

In order to improve the appearance, to soften a bitter taste and to increase the stability of active ingredients 
during the storage, the tablets made on the basis of the extract of Chinese poplar leaf had to be covered with a 
protective polymer coat. The coating of the obtained tablets was planned to be made by the method of fluidized bed. 
That’s why first it was necessary to determine the dependence of abrasion, resistance to crushing, splitting and 
moisture absorption of the tablets made on the basis of the Extract of Chinese poplar leaf, on the compaction 
pressure. The lowest rate of abrasion of the tablets based on the Extract of Chinese poplar leaf was ensured when 
the camera of the fluidized bed installation was warmed up to the temperature of 77 ° C and the dusting of the 
tablets lasted 58 seconds. 

In order to choose the best protective coating, an investigation was carried out about the influence of  polymers, 
dyes and finished compositions on the quality of the coat formed on the tablets made on the basis of the Extract of 
Chinese poplar leaf, weight uniformity, resistance to crushing, splitting and moisture absorption. The statistical 
analysis of the data was performed using the methods of mathematical planning of the experiment. Based on the 
results of the research the best tablet coating features were obtained using the coating solution AdvantiaTM 
Preferred.  

As a result of the conducted research the optimal composition was determined and the rational technology of the 
production of coated tablets based on the Extract of Chinese poplar leaf was proposed.  
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Топоізомерази – ключові ферменти клітини, що здійснюють процес релаксації ДНК. Їхні інгібітори  
часто мають протипухлинні й антибактеріальні властивості. Відомі численні лікарські засоби різних класів, 
здатні специфічно інгібувати топоізомерази за рахунок зв’язування з ДНК чи комплексом ДНК-фермент. 

Нами було розроблено зручний метод синтезу та отримано серію несиметричних монометинціанінів, 
що містять 2-диалкіл(алкіларил)аміно замісник, похідних Лепідинового Оранжевого (LO), як потенційних 
інгібіторів топоізомерази. При тестуванні у ферментативній системі релаксації ДНК in vitro топоізомеразою І 
E. coli було виявлено високу інгібуючу активність багатьох нових речовин. П’ять сполук повністю інгібували 
фермент у концентраціях 2-10 мкМ. Для найефективнішого інгібітора LO1 величина IC90 (концентрація 
ліганда, необхідна для 90% інгібування активності фермента) становить всього 1 мкМ. 
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Було досліджено можливий механізм біологічної дії активних інгібіторів. За допомогою спектральних та 

електрофоретичних методів (у т.ч. методу Mobility Shift із плазмідами pBR322 та pTZ19R) встановлено, що 
ціаніни групи LO ефективно зв’язуються з ДНК. При цьому шість похідних LO утворюють з ДНК комплекси з 
інтенсивною флуоресценцією, стійкі за умов електрофорезу. Це вказує на можливість їх використання не 
лише як інгібіторів фермента, але й як флуоресцентних барвників для візуалізації нуклеїнових кислот.  

Метод Mobility Shift дозволяє встановити утворення комплексів ДНК-ліганд, що впливає на швидкість 
руху ДНК в неденатуруючому гелі. Рух смуг ДНК сповільнювався вже при співвідношенні молярних 
концентрацій LO/ДНК понад 0.05. При цьому смуги, що відповідають комплексам, залишаються рівними й 
чіткими при співвідношеннях LO/ДНК до 0.1, а при перевищенні значення 0.2 смуги стають розмитими, що 
може бути наслідком часткової деградації та/або денатурації ДНК. Відомо, що ціанінові барвники типу TO, 
YO тощо, структурними аналогами яких є похідні LO, здатні вносити одно- та дволанцюгові розриви в ДНК, 
що призводить до розмитості її смуг на електрофореграмі [1]. Нами встановлено, що ефект зменшується у 
присутності NaCl, що може бути наслідком конкурентної взаємодії солі з фосфатами ДНК, оскільки  катіони 
Na+ мають до них більшу спорідненість, ніж ціаніни. Оптимальна концентрація солі в пробі визначається 
співвідношенням концентрацій барвника та ДНК; так, при LO/DNA=0.2 вона становить 60-80 мМ. При 
зростанні концентрації NaCl інтенсивність флуоресценції барвників падає.    

Визначено час напівдисоціації (t1/2) комплексів LO/ДНК в умовах електрофорезу, що прямо залежить 
від їхньої стійкості. При електрофорезі спостерігається лінійне зниження інтенсивності флуоресценції 
комплексів у часі внаслідок дисоціації лігандів. Значення t1/2 досліджених барвників знаходилися в межах 
15-45 хв., що значно більше, ніж для відомого інтеркалятора етидійброміду (3.6 хв.), хоча для більшості 
сполук дещо вище в порівнянні з деякими похідними ТО, t1/2 яких становить 21-26 хв. [2].  

У спектрах поглинання похідних LO у присутності ДНК спостерігається червоний зсув їхніх максимумів 
поглинання на 20-30 нм (від 480-490 до 500-520 нм) та, як правило, гіпохромний ефект у довгохвильовій 
смузі. Такі спектральні зміни свідчать про утворення комплексів ДНК/барвник, імовірно, інтеркаляційного 
типу. Збільшення концентрації LO вище ~20 мкМ веде до зростання додаткового піка при меншій довжині 
хвилі, що може визначатися агрегацією барвників на ДНК, зокрема утворенням H-агрегатів. Даний ефект 
характерний для лігандів, що зв’язуються з ДНК за механізмом напівінтеркаляції [3].  

Отже, сполуки серії LO є високоактивними інгібіторами топоізомерази І. Вони ефективно зв’язуються з 
ДНК, ймовірно, за рахунок інтеркаляції, з утворенням стійких комплексів. Це може перешкоджати взаємодії 
топоізомерази зі своїм субстратом (ДНК) і в результаті призводити до інгібування активності фермента.  

 

Роботу виконано за підтримки програми НАН України «Фундаментальні проблеми створення нових речовин і матеріалів 
хімічного виробництва» (грант 30-12). 
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Topoisomerases are key cellular enzymes that perform the process of DNA relaxation. Their inhibitors are 
often known to have antitumor and antibacterial properties. There are a number of drugs of various classes able 
to specifically inhibit topoisomerases due to the binding to DNA or DNA-enzyme complex. 

We have developed a convenient synthetic approach and obtained a series of unsymmetrical monomethine 
cyanines containing 2-dialkyl(alkylaryl)amino substituent, Lepidine Orange (LO) derivatives, as potential inhibitors 
of topoisomerase. Their testing in enzymatic system of DNA relaxation in vitro by topoisomerase I from E. coli 
revealed high inhibiting activity of a number of new compounds. Five derivatives were found to completely inhibit 
the enzyme at 2-10 μM concentration. For the most efficient inhibitor LO1, the IC90 value (ligand concentration 
required for 90% inhibition of enzymatic activity) as low as 1 μM was achieved  
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Possible mechanism of biological activity of potent inhibitors was investigated. It has been established using 

spectroscopic and electrophoretic methods, including the Mobility Shift assay with pBR322 and pTZ19R plasmids, 
that LO group cyanines efficiently bind to DNA. Six LO derivatives form with DNA complexes with intense 
fluorescence stable upon electrophoresis. It suggests their possible use not only as enzyme inhibitors, but also as 
fluorescent dyes for nucleic acid visualization. 

Electrophoretic Mobility Shift assay allows detecting the formation of DNA-ligand complexes that affects DNA 
mobility in non-denaturing gel. The mobility of DNA bands appeared to decrease at LO/DNA molar concentrations 
ratio above 0.05. At LO/DNA ratio below 0.1 the bands of complexes remain sharp, whereas with the values over 
0.2 the bands become diffuse that may result from partial degradation or/and denaturation of DNA. It is known 
that cyanine dyes like TO, YO etc., whose structural analogs the LO derivatives are, can induce single- and 
double-strand breaks in DNA resulting in the formation of diffuse bands in electrophoregram [1]. We have found 
that this effect decreased in the presence of NaCl, perhaps due to the competitive interaction of the salt with DNA 
phosphates, as Na+ cations are more affine to them than the cyanines. Optimal salt concentration in the sample 
depends on the dye/DNA ratio; e.g. for LO/DNA=0.2 it is 60-80 mM. On increasing NaCl concentration the 
fluorescence intensity of the dyes decreases.  

We have determined the half-dissociation time (t1/2) of the LO/DNA complexes upon electrophoresis that 
directly depends on their stability. Linear decrease of the fluorescence intensity of complexes in time during the 
electrophoresis due to the ligand dissociation has been observed. The t1/2 values for the studied dyes were in the 
range 15-45 min which far exceeds this value for known ethidium bromide intercalating dye, although for most 
compounds they were somewhat lower in comparison with some TO derivatives for which t1/2 in the range 21-26 
min were reported [2].  

In the absorption spectra of LO derivatives in the presence of DNA red shift of their absorption maxima for 20-
30 nm (from 480-490 to 500-520 nm) has been observed, as a rule, associated with a hypochromism of long-
wavelength band. Such spectral changes indicate the formation of DNA/dye complexes, probably of intercalative 
type. LO concentration increase over ca. 20 μM results in the growth of an additional peak at shorter wavelength 
that suggests dye aggregation on DNA, in particular, the formation o H-aggregates. This effect is characteristic of 
the ligands binding to DNA by half-intercalation mechanism [3].  

Thus, LO derivatives are highly active topoisomerase I inhibitors. They bind efficiently to DNA, most probably 
by the intercalation, forming stable complexes. That can interfere with the interaction of topoisomerase with its 
substrate (DNA) and result in the inhibition of enzyme activity.         
 

This work was supported by the NAS of Ukraine program “Fundamental problems of development of new substances and 
materials for chemical industry”, grant 30-12). 
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Поверхностный заряд является фундаментальной характеристикой клетки. Он играет важную роль в 
поддержании структурно-функциональных свойств плазматической мембраны, оказывает существенное 
воздействие на сигнальную функцию клетки, а также регулирует процессы межклеточных коммуникаций. 

Методом клеточного электрофореза исследовали ранние изменения электрофоретической 
подвижности (ЭФП) Т-лимфоцитов селезенки мыши под влиянием индукторов интерферона (ИФН) 
амиксина и его структурных аналогов 4,4'-бис-[2-(диэтиламино)этокси]дифенил дигидрохлорида 
(соединение 1) и 2-метоксикарбонил-4,4'-бис-[2-(диэтиламино)этокси]дифенил дигидрохлорида 
(соединение 2). В интервале 0 - 2 ч все соединения дозозависимо увеличивали абсолютную величину ЭФП 
по сравнению с контролем. Эти изменения были однотипны, а различия носили только количественный 
характер. В интервале 2 - 4 ч в присутствии амиксина или соединения 1 абсолютная величина ЭФП вновь 
увеличивалась, а в присутствии соединения 2 - уменьшалась. Показано, что противоположная 
направленность эффектов указанных соединений обусловлена тем, что амиксин и соединение 1 
индуцируют, а соединение 2 не индуцирует продукцию ИФН в Т-лимфоцитах in vitro.  

ЭФП клеток зависит от плотности поверхностного заряда их плазматической мембраны. Поэтому на 
основании полученных результатов можно сделать вывод о том, что суммарный поверхностный заряд Т-
лимфоцитов увеличивается под влиянием исследуемых соединений. Т-лимфоциты являются ключевым 
звеном клеточного иммунитета. Изменение величины их поверхностного заряда может влиять на 
взаимодействие Т-лимфоцитов с другими иммунокомпетентными клетками в процессе презентации 
антигена, и, следовательно, иметь большое значение для регуляции иммунного ответа. Полученные 
результаты важны для понимания механизмов иммуномодулирующего эффекта амиксина и его 
структурных аналогов. 
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The surface charge is a fundamental cell characteristic. It plays an important role in the maintenance of the 

structural and functional properties of the plasma membrane, modifies cell-signalling behavior, and regulates the 
process of intercellular communication. 

The early changes of electrophoretic mobility (EPM) of murine T lymphocytes induced by interferon inducers, 
amixine and its structural analogues dihydrochloryde 4,4'-bis-[2(diethylamino)ethoxy]diphenyl (compound 1) and 
dihydrochloryde 2-methoxycarbonil-4,4'-bis-[2(diethylamino)ethoxy]diphenyl (compound 2), were studied by 
electrophoresis technique. During the interval 0 - 2 hours all compounds increased the absolute values of EPM in 
comparison with control. These changes were of the same kind - distinctions were quantitative. Amixine and 
compound 1 during the interval 2 - 4 hours additionally increased EPM, compound 2, on the contrary, decreased 
EPM. It was shown, that the opposite effect of the compounds, mentioned above, was caused by thе amixine and 
compound 1 induce, and compound 2 does not induce IFN production in Т lymphocytes in vitro.  

EPM of cells depends on the density of surface charge of their plasma membrane. Therefore, based on the 
collected data, we may conclude that amixine- and compound 1 or 2 - treated T lymphocytes have a greater net 
negative surface charge than the control cells. T lymphocytes play a central role in cell-mediated immunity. 
Alterations in their surface charge may affect the interactions of T lymphocytes with other immune cells in the 
process of antigen presentation, and consequently can be of great importance for regulation of immune response. 
Obtained experimental data are important for understanding the mechanisms of immunomodulating effect of 
amixine and its structural analogues. 
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Хронічне обструктивне захворювання легень (ХОЗЛ) відноситься до мультифакторних захворювань з 
полігенним типом успадкування, що виникають в результаті спільної дії генетичних та екзогенних чинників. 
На сьогодні патологія бронхолегеневої системи є провідною причиною втрати працездатності і смертності 
шахтарів України. Вітчизняні та закордоні  наукові дослідження показали етіологічну роль вугільно-
породного пилу у розвитку ХОЗЛ. Проте існують суперечливі дані щодо генетичної схильності до 
зазначеного захворювання.  

Мета дослідження полягала у підвищенні ефективності профілактичних заходів розвитку ХОЗЛ у 
шахтарів вугільних шахт України шляхом визначення ролі генетичних маркерів спадкової схильності до 
розвитку  даної патології в умовах високої концентрації вугільно-породного пилу. 

Матеріали і методи: в клініці професійних захворювань ДУ «Інститут медицини праці НАМН України» 
проведено дослідження 151 шахтаря основних підземних професій. З них 58 осіб хворих на ХОЗЛ склали 
дослідну групу і 93 особи увійшли до контрольної групи. Середній вік обстежених 53,7 ± 4,8 років, середній 
підземний стаж 22,1 ± 5,9 років. Концентрація вугільно-породного пилу в повітрі робочої зони шахтарів 
перевищували гранично-допустимі концентрації від 4,3 до 112,5 разів. Діагноз ХОЗЛ встановлювався на 
основі даних спірометрії. Протокол визначення поліморфізму С1562Т  гену ММР-9 виконувався за 
наступною схемою: виділення ДНК, ампліфікація з наступним рестрикційним аналізом і 
електрофоретичною детекцією в 2,5% агарозному гелі. 

Результати: отримані значення частот генотипів за геном ММР-9, що вивчалися в шахтарській 
популяціїбули близькими до популяційних частот характерних для європеоїдів. Виявлено достовірне 
підвищення частоти мінорної гомозиготиММР*ТТв дослідній групі порівняно з контролем (χ2 = 5,82; 
р≤0,01), це вказує, що зазначений генотип може бути використаний у якості біомаркера схильності до 
розвитку ХОЗЛ в популяції шахтарів України. Встановлено, що носії патологічного Т - алелюмають 
підвищений ризик до розвитку ХОЗЛ (χ2 = 3,32; р≤0,06). 

Висновки: таким чином, доцільно у складі заходівпрофілактики розвитку ХОЗЛ у шахтарів проводити 
молекулярно-генетичний скринінг під час проведення попередніх медичних оглядів з наступним 
інформуванням кандидатів у підземні шахтарські професії про високий ризик розвитку в них даної 
патології.    
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Bronchopulmonary pathology is the leading cause of disability and death among miners in Ukraine. The 

development of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is multifactorial and the risk factors of COPD 
include genetic and environmental ones. Occupational exposure, including organic and inorganic dust, is also a 
risk factor of COPD. The genetic bases of COPD should also be investigated, similarly to other diseases with 
complex and multifactorial etiology, by analyzing candidates' genes - genes that are postulated to play an 
important role in the disease pathogenesis. 

Objectives. Functional polymorphism in matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) gene may act as a factor of 
susceptibility to the development of COPD under the conditions of high coal dust concentration.  

Methods.The study comprised 58 patients with COPD and 93 healthy miners. The average age of the patients 
is 53,7 ± 4,8 years, the average working age of miners - 22,1 ± 5,9 years. The concentration of coal dust in the air 
of the working area  was much higher than normal (from 4.3 to 112.5 times). The diagnosis of COPD was based 
on spirometry results. The protocol of C1562T gene polymorphism MMP-9 definition was performed according to 
the following scheme: DNA isolation, amplification followed by restriction analysis and electrophoretic detection in 
2.5% agarose gel. 

Results: There was some significant correlation between patients withММР*ТТ genotype and higher risk of 
COPD development (χ2 = 5,82; р≤0,01). The patients with T-allele were at an increased risk of COPD 
development (χ2 = 3,32; р≤0,06). 

Conclusion. The genetic polymorphism in promoters of MMP-9 gene is associated with the susceptibility of 
Ukrainian miners to COPD.  
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Нещодавно з’явилися дані про можливу взаємодію між двома типами кальцієвих каналів TRPA1 та 
TRPV1. Обидва типи каналів зазвичай експресуються у ноцицептивних сенсорних нейронах дорсальних 
ґанґліїв спинного мозку щура. Метою наших досліджень було встановлення, в якій мірі активація каналів 
TRPA1 сприяє відновленню чутливості TRPV1 каналів до їх селективного агоністу капсаїцину після 
десенситизації. 

Нейрони дорсальних ґанґліїв (DRG) молодих щурів були виділені шляхом ферментативної дисоціації та 
культивовались протягом 24 годин. Активність каналів визначалась шляхом вимірювання 
внутрішньоклітинної концентрації Ca2+, яку вимірювали  за допомогою флуоресцентної мікроскопії із 
використанням барвника Fura 2AM. Для десенситизації TRPV1 каналів використовували повторну 
аплікацію агоніста каналів -  капсаїцину (100 нМ), після десенситизації TRPV1 нейрони обробляли 
селективним агоністом TRPA1 каналів, аліл ізотіоціанат (AITC, 20 мкмоль), та знову аплікували капсаїцин. 
В результаті досліджень було встановлено, що в DRG нейронах, що експресують як TRPV1 так і TRPA1 
канали, аліл ізотіоціанат призводив до відновлення чутливості TRPV1 каналів до агоніста - капсаїцину. 
Також було встановлено, що DRG нейрони, що експресували тільки TRPV1 канали, вплив аліл 
ізотіоціанату не призводив до їх ресенситизації. 

Наші дані показують, що AITC відновлює чутливість TRPV1 в культурі нейронів DRG шляхом TRPA1-
залежного механізму. Взаємодія TRPV1 та TRPA1 каналів у сенсорних нейронах може мати важливе 
значення в процесах периферичної сенсибілізації до ноцицептивних стимулів при больовій передачі. 
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Information about the possible interaction betveen two subtypes of calcium channels TRPA1 and TRPV has 
been recently demonstrated. These channels are normally expressed on nociceptive sensory neurons in the 
dorsal root ganglions. Our objective was to determine the extent to which TRPA1 activation is involved in 
restoration of TRPV1 sensitivity. 

Ret dorsal root ganglion (DRG) neurons were isolated by enzymatic dissociation and grown for 24 h. The 
intracellular Ca2+ concentration was measured in individual cells via fluorescence microscopy. After TRPV1 
desensitization with Capsaicin (100 nM), cells were treated with TRPA1 agonist, Allyl Isothiocyanate (AITC; 20 
micromole), capsaicin was then reapplicated. 

Results: In DRG neurons that contain both TRPV1 and TRPA1 channels, AITC restored TRPV1 sensitivity. 
However, in DRG neurons containing only TRPV1 channels, exposure to or AITC after desensitization did not 
restore capsaicin-induced TRPV1 activity.  

Our data demonstrate that AITC restores TRPV1 sensitivity in cultured DRG neurons through a TRPA1-
dependent process. TRPV1 and TRPA1 channels interaction in sensory neurons may be clinically important and 
may contribute to peripheral sensitization to nociceptive stimuli in traumatized tissue. 
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Вступ. Важливе місце серед захворювань шлунково-кишкового тракту (ШКТ) займають гіпоацидні стани, 

які розвиваються внаслідок порушення секреції гідрохлоридної кислоти парієтальними клітинами шлунка. 
Тривала шлункова гіпохлоргідрія може призвести до розладів травлення, розвитку дисбіозів та запальних 
процесів у органах травної системи (1, 2). Зниження кислотопродукції та підвищення рН у шлунку може 
спричинити суттєві зміни транскрипції генів, задіяних у відповідь клітин на дію негативних чинників. Так, ген 
Reg1α, який кодує однойменний білок (regenerating islet-derived protein 1α), залучений у розвиток 
запалення та пухлиноутворення в органах ШКТ (3, 4). 

Тому метою роботи було визначити інтенсивність експресії Reg1α у клітинах дванадцятипалої кишки та 
печінки щурів при тривалому пригніченні шлункової секреції гідрохлоридної кислоти омепразолом. 

Матеріали та методи. Досліди проводили на білих нелінійних статевозрілих щурах-самцях. Гіпоацидний 
стан моделювали за допомогою внутрішньочеревного введення 14 мг/кг омепразолу, 1 раз на добу 
протягом 28 діб. У якості контролю використовували щурів, яким протягом 28 діб вводили 
внутрішньочеревно 0,2 мл води для ін’єкцій. Епітеліальні клітини дванадцятипалої кишки ізолювали 
низькотемпературним методом. Гепатоцити отримували з перфузованої печінки неферментативним 
методом. Експресію гена Reg1α визначали методом напівкількісної ОТ-ПЛР. Статистичну обробку 
результатів проводили загальноприйнятими методами варіаційної статистики. 

Результати та обговорення. Встановлено, що при тривалій шлунковій гіпохлоргідрії в гепатоцитах та 
епітеліоцитах ворсинок дванадцятипалої кишки виявлена експресія гена Reg1α порівняно з контрольними 
зразками клітин досліджуваних органів. Показано, що при тривалому пригніченні шлункової секреції 
гідрохлоридної кислоти омепразолом в епітеліальних клітинах крипт дванадцятипалої кишки збільшується 
рівень експресії гена Reg1α в 1,8 рази відносно контролю. 

Висновки. В умовах тривалої гіпоацидності шлункового соку у клітинах дванадцятипалої кишки та 
печінки зміна експресії гена Reg1α може свідчити про можливий розвиток неоплазії досліджуваних органів. 
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Introduction. Hypoacidic states, which develop as a consequence of gastric hydrochloric acid secretion 

abnormalities, hold and important place among diseases of gastrointestinal tract (GIT). Long-term gastric 
hypochlorhydria can lead to digestive disorders, development of dysbiosis and inflammatory processes in organs 
of digestive tract (1, 2). Reduction of acid production and pH raise in stomach can cause significant changes in 
transcription of genes involved in the cellular response to the negative factors. Thus, Reg1α gene, which encodes 
cognominal protein (regenerating islet-derived protein 1α), is associated with inflammation development and 
carcinogenesis in organs of GIT (3, 4). 

The purpose of investigation was to determine the intensity of Reg1α expression in duodenal and liver cells of 
rats upon long-term suppression of gastric acid secretion by omeprazole. 

Materials and methods. Experiments were carried out on white non-strain male rats. Hypoacidic state was 
reached by abdominal injection of omeprazole (14 mg/kg) once a day during 28 days. Control group was treated 
with water (0,2 ml abdominally) during the same period. Duodenal epithelial cells were isolated by low-
temperature method. Hepatocytes were isolated from perfused liver by non-enzymatic assay. Level of Reg1α 
gene expression was determined with semi-quantitative RT-PCR. Statistical processing of experimental data was 
performed with conventional analysis of variance. 

Results and discussions. The expression of Reg1α gene was observed in hepatocytes and duodenal villus 
epithelial cells upon long-term hypoacidity in comparison with the control samples of investigated organs. It was 
shown that the level of Reg1α gene mRNA in duodenal crypt epithelial cells was 1.8 times higher than control 
value upon long-term suppression of gastric acid secretion with omeprazole. 

Conclusions. Thus, changed Reg1α gene expression in duodenal and liver cells can indicate the possible 
development of neoplasia in investigated organs upon hypoacidity of gastric juice. 
 
References. 
1. Kassarjian Z. and Russell R.M. Hypochlorhydria: a factor in nutrition // Annual Review of Nutrition. – 1989. – Vol. 9. – P. 271-

285. 
2. Williams C., McColl K.E.L. Proton pump inhibitors and bacterial overgrowth // Alimentary pharmacol. and Therapeutic. – 

2006. – Vol. 23. – P. 3-10. 
3. Sekikawa A., Fukui H., Fujii S. et al. Possible role of REG Iα protein in ulcerative colitis and colitic cancer // Gut. – 2005. – 

Vol. 54, №10. – P. 1437-1444. 
4. Liu X.G., Yang Y.Q., Fang X.M., Li J.C. The relation between reg 1A mRNA expression and the clinicopathologic parameters 

in the patients with primary gastric carcinoma // J. Mo.l Cell. Biol. – 2008. – Vol. 41, №3. – P. 174-182. 
  



 
 

 121
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Проблема восстановления поврежденной поверхности роговицы, ее целостности и прозрачности 

является весьма актуальной для офтальмологии.  Поэтому, проблема поиска новых эффективных 
способов лечения повреждений роговицы, остается крайне актуальной. Известно, что низкомолекулярная 
фракция до 5 кДа выделенная из криогемолизата кордовой крови животных и человека обладает 
выраженным ранозаживляющим действием. Благодаря своим уникальным свойствам кордовая кровь 
находит широкое применение в клинической практике для лечения заболеваний различного генеза [1,2]. 
Однако изучение влияния низкомолекулярной фракции кордовой крови человека в виде геля на 
восстановление механически поврежденной  роговицы не проводилось. Целью данной работы было 
оценить на экспериментальной модели механического  повреждения роговицы у кроликов 
ранозаживляющее действие низкомолекулярной фракции до 5 кДа, выделенной из криогемолизата 
кордовой крови человека в виде  геля . 

Эксперименты выполнены на кроликах породы Шиншилла массой 2,0-2,5кг, на которых 
воспроизводили механическую травму роговицы. Модель стандартного дозированного дефекта роговицы 
получали с помощью трепана диаметром 7 мм с последующим удалением эпителия и 1/2 толщины 
стромы.  Экспериментальные животные подразделяли на 2 группы. В контрольной группе в течение 14 
дней проводили  истилляции антибиотика ( раствор левофлоксацина 4 раза в день) для профилактики 
бактериальных осложнений и нанесения на область повреждения роговицы глазного геля «Плацебо» (4 
раза в сутки). В опытной группе после истилляций антибиотика на роговицу наносили  гель, содержащий 
низкомолекулярную фракцию до 5 кДа кордовой крови человека (ФКК).  Низкомолекулярную фракцию до 
5кДа получали из криогемолизата кордовой крови человека методом  ультрафильтрации с помощью 
оборудования фирмы «Sartorius»(Германия). 

Ранозаживляющее действие геля, содержащего ФКК оценивали на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сутки после 
воспроизведения повреждения роговицы по площади заживления роговичного дефекта (путем 
окрашивания поверхности роговицы 1% раствором флюоресцеина), морфогистологическим и клиническим 
критериям .  

В результате проведенных исследований установлено,  что применение геля содержащего  
низкомолекулярную фракцию до 5 кДа кордовой крови значительно ускоряло сокращение площади 
роговичного дефекта у экспериментальных животных. Так  уже на 3-и сутки площадь повреждения в 
опытной группе  составляла  (3,9±1,2 мм2) , что достоверно (р < 0,05) было меньше по сравнению с 
контрольными значениями (10,2±0,7 мм2). На  7-е сутки эксперимента  в опытной группе животных была 
отмечена полная эпителизация  роговой оболочки у 70% животных, у 30% кроликов площадь роговичного 
дефекта составляла (0,3±0,1 мм2). В контрольной группе животных наблюдалась иная динамика 
заживления: площадь дефекта на 7-е сутки эксперимента  составляла (1,9±0,2 мм2), а полная 
эпителизация зарегистрирована на 14-е сутки эксперимента.  Морфологические исследования 
роговичного дефекта свидетельствуют о том, что применение геля содержащего в своем составе ФКК 
стимулировало регенерацию поврежденной роговицы, что выражалось в  эпителизации дефекта в более 
ранние сроки по сравнению с контролем. В результате клинической оценки на 21 сутки состояния глаз 
животных установлено, что интенсивность помутнения роговицы у экспериментальных животных с 
применением глазного геля содержащего ФКК значительно меньше по сравнению с контролем.  

Таким образом, в результате проведенных нами исследований на экспериментальной модели 
механического повреждения роговицы  установлено ранозаживляющее действие глазного геля,  
содержащего в своем составе низкомолекулярную фракцию до 5 кДа кордовой крови, механизм которого 
требует дальнейшего изучения с целью  разработки и использования новых подходов в офтальмологии 
при лечении поврежденной роговицы.  
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The problem of regeneration of the damaged cornea, its integrity and transparency is very actual for 

ophthalmology. That’s why the problem of searching new effective methods of the damaged cornea regeneration 
is very pressing. It is known that low-polymeric fraction up to 5 kDa, separated from cryohemolysate of the cord 
blood of animals and human, possesses wound healing properties. Due to its unique properties cord blood is 
widely used for different genesis treatment in clinic practice [1,2]. However, the research into the effects of low-
polymeric fraction up to 5 kDA of human cord blood in a form of gel on the corneal regeneration after 
experimental mechanical injury has not been held. The objective of this research was to estimate wound healing 
effect of low-polymeric fraction up to 5 kDa, separated from cryohemolysate of the human cord blood in a form of 
gel on the experimental model of mechanical damage of the rabbit’s cornea.  

The experiments were provided on the rabbits chinchillas with weight 2,0-2,5 kg, which were exposed to 
mechanical corneal damage. The model of standard dosed defect of the cornea with 7mm diameter and further 
removal of epithelium and Ѕ  thick stroma was made by trepan. Experimental animals were divided into 2 groups. 
In a control group the treatment was provided with antibiotics instillation (levofloxacin solution 4 times a day) for 
prophylactics bacterial complications and application of eye gel ‘placebo’ on the damaged area. In a pilot group 
after antibiotics instillations the gel, containing low-polymeric fraction up to 5 kDa of the human cord blood was 
applied (FCB). Low-polymeric fraction up to 5 kDa was separated from cryohemolysate of the human cord blood 
by ultrafiltration with the help the ‘Sartorius’ (Germany) company equipment. 

Wound healing effect of the gel, containing FCB was estimated on the 3d,  7th, 14th, 21st days after corneal 
damage by measuring the area of regenerative process in corneal defect (by coloring the corneal surface with 1% 
solution of fluorescein), and by morphogistological and clinic criteria.  

As a result of the experiment it was found that the gel application, containing low-polymeric fraction up to 5 
kDa of the cord blood significantly accelerated reduction of the area of corneal defect in experimental animals. On 
the 3d day the square of the damage in pilot group made 3,9±1,2 мм2 , which was evidently less (р < 0,05) in 
comparison with control numbers (10,2±0,7 мм2). On the 7th day of experiment full epithelization of the cornea 
was found in 70 % animals in the pilot group and 30% of the rabbits had 0,3±0,1 мм2  area of corneal defect. In a 
control group of animal another dynamics of regeneration was observed. The square of the defect on the 7th day 
of the experiment made1,9±0,2 мм2, and full epithelization of the cornea was found on the 14th day of the 
experiment. Morphological research into corneal damage proved that application of the gel, containing FCB 
stimulated regeneration of the damaged cornea, which was seen in faster epithelization of the defect in 
comparison with the control group. Clinical judgement of the eye state on the 21st day proved that intensity of the 
corneal caligo in the pilot animals with eye gel, containing FCB application was significantly less than in control 
group. 

Thereby, the provided research on experimental model of mechanic corneal damage proved the wound 
healing effect of the gel, containing low-polymeric fraction up to 5 kDA of cord blood, which mechanism must be 
further researched in order to develop and implement new approaches in ophthalmology for corneal treatment.  
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Обнаружение противотуберкулезной активности 4-арилиден-3-метил-1-(пиримидин-2-ил)пиразол-

5(4Н)-онов (1) [1] инспирировало получение их аналогов с модифицированными пиримидиновым и 
пиразольным циклами: 
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В то время как аннелирование пиримидинового кольца с циклопентановым привело к утрате 

соединениями (2) [2] антимикобактериальных свойств, введение вторичной аминогруппы в арилиденовый 
фрагмент повлекло за собой 4-кратное увеличение активности соединений (3) [3]. Наиболее выраженное 
противотуберкулезное действие проявили те из них, которые содержали монозамещенный арильный 
цикл. Наличие дополнительных заместителей в ароматическом ядре вызывало потерю 
антимикобактериальных свойств соединений (3).    
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Тот же эффект оказывали замена гидроксигруппы пиримидинового цикла метильной группой 

[соединения (4)] и изменение положения присоединения последнего к кольцу пиразола [соединения (5)].   
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In view of discovering of antitubercular properties of some 4-arylidene-3-methyl-1-(pyrimidin-2-yl)pyrazol-

5(4H)-ones (1) [1] a number of their analogues with modified pyrimidine and pyrazole nuclei (2) [2] and (3) [3] 
were prepared.  
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Among these, the most effective compounds turned out to be those with the structure of β-aminomethylene 

ketones (3). They demonstrated the above properties more readily than the parent compounds (1) did. At the 
same time, poly-substitution at the aryl ring decreased the ability of the aminomethyleneketones (3) to inhibit the 
growth of mycobacteria.  
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Other compounds with no hydroxyl in the pyrimidine nucleus or with the latter bonded with the pyrazole ring 

through a different position, e.g. compounds (4) and (5), respectively, were completely lack of antitubercular 
properties.  
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Сыворотка плацентарной крови человека (СПКЧ) отличается высоким содержанием биологически 
активных макромолекул (гормонов, ферментов, пептидов, факторов роста), введение которых в организм 
способствует коррекции метаболических нарушений, репарации поврежденных тканей, нивелирует 
нарушения обусловленные воспалением, ишемией и др. Это обуславливает необходимость создания 
запаса СПКЧ. В криобанках СПКЧ хранится при температуре -20°С и реже при -130 или -196°С. Однако 
изменения физико-химических параметров среды, возникающие в процессе замораживания и 
низкотемпературного хранения, могут негативно влиять на структурное состояние белков, что может 
проявляться в нарушении их функциональных свойств [1]. В данном исследовании при помощи метода 
синхронного сканирования спектров флуоресценции (ССФ)проведена оценка структурных изменений 
белков СПКЧ после замораживания до -20°С и хранения 12 месяцев в данных условиях. Этот метод 
используют для анализа состояния белков, в том числе в составе природных белковых смесей [2]. ССФ и 
их 3-мерный вариант - изопотенциальные синхронные спектры (ИПССФ) чувствительны к изменению 
состояния микроокружения триптофановых и тирозиновых остатков в белках [3], что может быть 
использовано для изучения влияния факторов криоконсервирования на сохранность белков СПКЧ. 
Исследовали образцы СПКЧ нативной, замороженной со скоростью 1-2°/мин до -20°С, а также 
хранившейся при -20°С в течение 12 месяцев. Образцы для измерений разводили в 40 раз 
физиологическим раствором (рН 7,4). Измерения выполняли при 20°С в 1-см кварцевых кюветах. ССФ 
СПКЧ получали сканированием монохроматоров возбуждения и флуоресценции от 200 до 650 нм с шагом 
смещения монохроматоров (∆λ = 10 нм).  

 
ИПССФ имеют вид области овальной формы, локализующейся при 235–325 нм с центром при 290–

292 нм (рисунок, А). Влияние замораживания (рисунок, Б) и хранения до 12 месяцев при температуре -
20°С (рисунок, В) оказывает однонаправленный эффект на спектральные параметры СПКЧ, 
выражающийся в коротковолновом смещении обеих областей, увеличении их разделения и некотором 
размытии. Эти изменения сопровождаются снижением общей интенсивности флуоресценции. После 
замораживания до -20 ºС наблюдалось сужение ИПССФ и смещение ее центра. Подобные спектральные 
изменения могут быть связаны с окислением и денатурацией части белков СПКЧ [4, 5] и повышением 
доступности для воды триптофановых остатков. Приведенное описание в целом характеризует ИПССФ 
белков СП, однако, могут быть вариации формы изображений, что связано с индивидуальными 
особенностями СПКЧ. Таким образом, обнаруженные изменения указывают на структурные перестройки 
белков СПКЧ, возникшие вследствие криоконсервирования при умеренно низких температурах. 
Изопотенциальные синхронные спектры флуоресценции позволяют получить визуальное представление о 
состоянии изучаемого объекта и могут быть полезны при экспресс-оценке влияния низких температур и 
условий хранения на состояние белков СПКЧ. 
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Human placental blood serum (HPBS) differs with a high content of biologically active macromolecules 
(hormones, enzymes, peptides, growth factors). Introduction of HPBS into organism promotes correction of 
metabolic damages, reparation of injured tissues, neutralizes the disturbances stipulated by inflammation, 
ischemia  etc. These circumstances stipulate the necessity to store HPBS. At cryobanks HPBS is stored at -20ºC  
and more rarely at -130 or -196ºC. However the changes of physical and chemical parameters of medium, arising 
during freezing and low temperature storage may negatively affect the structural condition of proteins. The 
changes of proteins induced by low temperatures can be manifested as disturbances of their structural-functional 
properties [1]. In this research we attempted to assess structural  changes of HPBS proteins frozen down to -20ºC   
and stored for 12 months under these conditions with the method of fluorescence spectra synchronized scanning 
(FSS), This method used to analyze of proteins conformational state, including composition of nature mixtures [2].  

FSS and its 3D variant, so-called isopotential synchronized fluorescence spectra (IPFSS) are highly sensitive 
to the change of microenvironment condition of tryptophan and tyrosine residues in proteins [3], that may be 
useful when studying the effect of cryopreservation factors on integrity of HPBS proteins.  

HPBS was the material for the study. It was frozen at slow reduction of temperature in the sample with the rate 
of 1-2ºC down to -20ºC as well as stored for 12 months at this temperature. The samples for measuring of 
synchronized spectra of fluorescence were diluted in 40 times with physiological solution (pH 7.4). All the spectra 
were measured at 20ºC in 1-sm quartz cuvettes. FSS of HPBS proteins were obtained by scanning of excitation 
and fluorescence monochromators from 200 to 650 nm with fixed step (∆λ=10 nm).  

 
IPFSS take the form of oval shape, is localized at 235-325 nm centered at 290-292 nm (Figure, A). Effect of 

freezing (Figure, B) and store up to 12 months at -20 ° C (Figure, B) has unidirectional effect on HPBS  spectral 
parameters, expressed in short-wavelength shift of both regions, increasing their division and some blur. These 
changes are accompanied by decrease in the total fluorescence intensity. After freezing to -20 º C and observed 
a narrowing IPFSS shift its center. These spectral changes can be related to the oxidation and denaturation of 
HPBS proteins [4, 5] and increased access to water of tryptophan residues. This description generally 
characterizes IPFSS of SP proteins, however, may be variations of the form of images, which is associated with 
the individual characteristics HPBS. Thus, the observed changes indicate structural changes of HPBS proteins 
resulting from cryopreservation at moderately low temperatures. Isopotential synchronized fluorescence spectra 
allow obtaining visual images which can be useful during express-assessment of HPBS proteins state and 
assessment of storage effect on them. 
 

References: 
1. V.Yu.Trifonov, V.Yu.Prokopyuk, A.V. Zaychenko // Cryopreserved cord blood serum for reproductive function restoration 

during antiphospholipid syndrome.- Problems of Cryobiology, 2011, v. 21, N1, p. 75–84. 
2. T.S.Dyubko, A.B.Malyshev, N.N.Tchoob, V.L. Rodionova, M.I. Kramar, A.A. Gapon // The effect of low temperature on the 

composition and conformational state of proteins of human spermal plasma.-  The Journal of V. N. Karazin National 
University Ser. Biology, 2009. iss. 10 (№878), p. 10-15.  

3. N.L. Vekhin // Separation of tyrosine and tryptophan fluorescence component by synchronous scanning method.-  Biofizika, 
1996, v. 41, iss. 6, p. 1176-1179. 

4. E. Cao, Y. Chen, Z. Cui, et al. // Effect of freezing and thawing rates on denaturation of proteins in aqueous solutions.- 
Biotechnol.Bioenerg.,2003, v. 82, № 6, p. 684–690. 

5. B. M. Eckhardt, J. Q. Oeswein, T. A. Bewley  //  Effect of freezing on aggregation of human growth hormone.- Pharm.Res., 
1991, v. 8, № 11, p. 1360–1364.   



 
 

 127

ДЕТЕКЦИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ МЕТОДОМ ПОЛЯРИЗАЦИОННОГО 
ФЛУОРОИММУНОАНАЛИЗА 

 
1Гачок И.В., 1Шанин И.А., 1Хан О.Ю., 2Aoki K., 2Tokeshi M., 1Еремин  С.А. 

 
1  МГУ им.М.В.Ломоносова, Москва, Россия 

e-mail: ivgachok@gmail.com, saeremin@gmail.com 
2  Graduate School of Engineering, Hokkaido University, Sapporo, Japan 

  
Качественное и количественное определение биологических активных веществ должно проводиться 

для любых исследований и применений. Разработка реальных аналитических методик и инструментов для 
скрининга биологических активных веществ имеет первостепенное значение. Более того, скрининговый 
метод должен быть высокопроизводительным и применим для одновременного определения нескольких 
веществ. Используемые методы анализа, такие как хроматографические и иммуноферментный (ИФА), 
имеют некоторые ограничения с точки зрения их производительности. Аналитические методы 
применяемые для детекции биологических активных веществ в идеале должны быть быстрыми, 
дешевыми, простыми и с высокой производительностью в широком диапазоне измерений. Этим 
требованиям наиболее полно отвечает метод поляризационного флуороиммуноанализа (ПФИА). ПФИА 
как и любой иммунохимический метод имеет несколько преимуществ по чувствительности и 
специфичности в сравнении с хроматографическими методами, а также имеет дополнительное 
преимущество перед ИФА, так как ПФИА это гомогенный метод, не требующий каких-либо этапов 
разделения и промывки. Метод ПФИА это прямой, конкурентный иммунохимический метод, основанный на 
измерении поляризации флуоресценции реакционной смеси образца и иммунореагентов: флуоресцеин-
меченного антигена (трейсера) и специфических антител. Для проведения анализа необходимо только 
добавить аликвоты раствора трейсера и антител к образцу (обычно 10-50 мкл), перемешать и измерить 
поляризацию флуоресценции. Общее время анализа составляет несколько минут или даже секунд. В 
докладе будут приведены и обсуждены последние результаты по приготовлению иммунореагентов 
(трайсеров с различной структурой и антител различной специфичности), а также по разработке методик 
проведения ПФИА для некоторых биологических активных веществ, таких как Хлорамфеникол, 
Сульфаметазин, Фторхинолоны. Предел обнаружения веществ достигает 10 нг/мл. Разработанные 
иммунореагенты и методики могут быть адаптированы для определения веществ в проточной системе с 
использованием проточного детектора для измерения поляризации флуоресценции. 
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The qualitative and quantitative detection of biologically active compounds must be made for any kind of 

research and application. Development of reliable analytical methodologies and instruments for screening 
biologically active compounds should be of high priority. Moreover, the screening method could be for the 
simultaneous detection of several substances with high-throughput screening (HTS). The current methods of 
assays like chromatography techniques and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) have several 
limitations for HTS. The analytical methods applied for detection of biologically active compounds must ideally be 
quick, cheap, and simple with high throughput in a wide operating range. These requirements are best met by 
Fluorescence Polarization Immunoassay (FPIA). FPIA as any immunoassay have several advantages in 
sensitivity and specificity as well as a useful alternative approach to ELISA because it is a homogeneous method 
without any separation and washing steps. FPIA is direct competitive immunoassay method, which based on the 
measurement of fluorescence polarization (FP) value for reaction mixture of sample and immunoreagents: 
fluorescent-labeled antigen (tracer) and specific antibodies. To performance the assay only the tracer and the 
antibody solutions must be added to aliquot of liquid sample (typically 10-50 µl), mixed and measured. The total 
time for an assay is few seconds or minutes. Recent results for preparation of immunoreagents (tracers with 
different structures and specific antibodies) and development of FPIA for several biologically active compounds 
like Chloramphenicol, Sulfamethazine, Fluoroquinolones will be presented and discussed. The limit of detection 
for compounds could be up to 10 ng/ml. These immunoreagents and developed FPIA could be adapted for 
detection of biologically active compounds in flow system using flow-cell detector for Fluorescence Polarization. 
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Попередження негативних проявів  стрес-синдрому є однією з важливих проблем сучасної біології та 

медицини. Порушення про- та антиоксидантного балансу відіграють велику роль у патогенезі стресорних 
пошкоджень тканин [1]. Тому актуальним залишається пошук нових стрес протекторів серед хімічних 
речовин з антиоксидантною дією. Тіотриазолін (морфолінія 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-тіоацетат) 
відноситься до групи кардіопротекторів метаболітотропного типу дії і виявляє мембраностабілізуючі та 
протизапальні властивості [2].  

Однак, незважаючи на велику кількість 
клінічних досліджень та відкриття широкого 
спектру фармакологічних ефектів, механізми 
адаптогенної дії тіотриазоліну залишаються не до 
кінця розкритими і потребують подальших 
досліджень. Вивчався вплив застосування 
препарату тіотриазолін на стан про- та 
антиоксидантної системи міокарду щурів за умов 
хронічного стресу (тварин іммобілізували 6 годин 
щоденно протягом 14 днів).  2,5% розчин 
тіотриазоліну вводили внутрішньом,язово раз на 
добу в дозі 50 мг/г маси тварин протягом 14 днів 
експерименту.  

Було показано, що курсове введення тіотриазоліну  мало виражений антистресорний вплив, про що 
свідчить зменшення відносної маси наднирників, а також підвищення маси тімуса у порівнянні з 
іммобілізованими тваринами без введення препарату. Наявність у структурі молекули тіотриазоліну 
тіольної сірки, для якої характерні окисно-відновні властивості, та третинного азоту, який зв’язує надлишок 
іонів водню [2], дає підстави припустити вплив тіотриазоліну  на перебіг вільно-радикальних процесів та 
активність ферментної системи захисту. Так, застосування тіотриазоліну продовж дії хронічного стресу 
призводило до зниження інтенсивності вільно-радикальних процесів та ацидозу. Вміст ТБК-активних 
продуктів (ТБК-АП) та активність лактатдегідрогенази були на 36  і 12% (p<0,05), відповідно, нижчі у 
порівнянні з іммобілізованими тваринами, що не мали фармакологічної підтримки.  При цьому активність 
Cu,Zn-супероксиддисмутази мала тенденцію до зниження, а активність глутатіон-залежних ферментів 
глутатіон- пероксидази та глутатіон- трансферази відновлювалася до контрольних значень. Наші 
дослідження показали, що тіотриазолін проявляв виражені адаптогенні властивості. Препарат знижував 
інтенсивність перекисного окислення ліпідів, посилював компенсаторну активацію процесів окислення у 
циклі Кребса, нормалізував стрес-індуковану гіперактивність антиоксидантних ферментів, тим самим 
стимулюючи в міокарді щурів власні ендогенні механізми неспецифічної резистентності до дії стресорного 
чинника. 

               
                                                  А                                                                                         Б 
Рис. 2 Стан  про- та антиоксидантної системи міокарду щурів за умов хронічного стресу та застосування тіотриазоліну. 
А- динаміка вмісту ТБК-АП (1) та активності лактатдегідрогенази (2). Б- Динаміка активності антиоксидантних 
ферментів:Cu,Zn-супероксиддисмутази (1); глутатіон - пероксидази (2); глутатіон - трансферази (3). Контроль прийнятий 
за 100%.  (М±m, n=10),  * - p<0,05 у порівнянні з контролем; #- p<0,05 у порівнянні з групою „стрес”.  
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Рис. 1 Морфолінія 3-метил-1,2,4-триазоліл-5-
тіоацетат 
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Anticipation of the body stress syndrome development is one of the important problems of modern biology and 

medicine. The pro-and antioxidant balance disorders play a major role in the pathogenesis of the stress-induced 
damage tissue [1]. So, urgent is the search of a new stress-protectors among chemicals with antioxidant 
properties. Thiotriazolin (morfoliniya 3-methyl-1 ,2,4-triazolyl-5-tioacetat) refers to a cardioprotective drugs with a 
metabolic type of action and shows  membrane stabilizing and anti-inflammatory properties [2].  

However, despite of the large number of clinical 
studies and the discovery of a wide range of 
pharmacological effects, mechanisms of the 
Thiotriazoline adaptogenic action are still not fully 
understood and require further research. It was 
studied the thiotriazolin effects on pro-and antioxidant 
system of rat myocardium under chronic stress 
(animals were immobilized by 6 h daily for 14 days). 
2.5% thiotriazoline solution was injected intramuscular 
at a dose of 50 mg / g weight of animals within 14 
days of the experiment.  

It was shown that the thiotriazoline treatment had the antistressory effect. We registered the decrease in the 
relative weight of the adrenal glands and the increase in the thymus weight compared with immobilized animals 
without thiotriazoline injection. The presence in the structure of the thiotriazoline molecule thiol sulfur, which have 
redox properties, and the tertiary nitrogen that can bind an excess of hydrogen ions [2], suggests that  
thiotriazoline might affect the active oxygen metabolites production and activity of the antioxidant defense system. 
The thiotriazoline application under chronic stress led to a decrease in the free radical processes intensity and the 
acidosis degree. Thus, the content of TBA-active products (TBA-AP) and lactate dehydrogenase activity were by 
36 and 12% (p <0,05), respectively, lower compared with immobilized animals that had no pharmacological 
support. We demonstrared that the Cu, Zn-superoxide dismutase activity had a tendency to decrease, and the 
activity of glutathione-dependent enzymes such as glutathione peroxidase and glutathione transferase were 
restored to the control values. Thus, our study revealed that thiotriazolin had pronounced adaptogenic properties. 
This preparation reduces the processes of lipid peroxidation, increased compensatory activation of oxidation in 
the Krebs’ cycle, normalized the stress-induced antioxidant enzymes hyperactivity and thereby stimulated the own 
endogenous mechanisms of nonspecific resistance to the stress factor in rat myocardium.   
 

  
                                                      A                                                                             B 
Fig. 2 The state of pro-and antioxidant system in rat myocardium under chronic stress and the thiotriazoline using. A-  Dynamics 
of the TBA-AP content (1) and lactate dehydrogenase activity (2). B- Dynamics of the antioxidant enzymes activity: Cu, Zn-
superoxide dismutase (1), glutathione - peroxidase (2), glutathione - transferase (3). Control was taken as 100%. (M ± m, n = 
10), * - p <0,05 compared  with control; # - p <0,05 compared with a  "stress" group. 
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Fig. 1 Morfoliniya 3-methyl-1 ,2,4-triazolyl-5-tioacetat  
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Синтезу и изучению фармакологической активности новых производных биологически активных веществ, в 
частности, их комплексов с переходными и редкоземельными металлами уделялось большое внимание в 
последние два десятилетия. Было установлено, что во многих случаях биологическая активность комплексов 
металлов превышает таковую у свободных лигандов и, кроме того, эти соединения обладают более низкой 
токсичностью. Например, для комплексов Pd(II) и Pt(II) с тетрациклиновыми лигандами было показано наличие 
активности в отношении штаммов бактерий, устойчивых к тетрациклину одновре менно с выраженной 
цитотоксичностью, что позволяет рассматривать их в качестве потенциальных противоопухолевых препаратов 
[1]. Для ряда известных органических молекул с низким молекулярным весом были проведены исследования 
на новые виды биологической активности. Основываясь на результатах компьютерного прогнозирования 
потенциальной биологической активности (программный комплекс PASS, версия 9.1), в качестве наиболее 
перспективного лиганда был выбран антипирин (AP). Были синтезированы антипиринсодержащие комплексы 
редкоземельных металлов (REM) общей формулы [Ln (AP) 6] I3 (Ln = Sc (III), Y (III), La (III)-Nd (III), Sm (III)-Lu (III), 
которые были испытаны в качестве цитостатических и противоопухолевых агентов [2]. Биологическое  
тестирование на двух типах опухолевых клеток показало, что выживаемость клеткок в присутствии 
вышеуказанных комплексов оказалась равна или даже выше, чем для свободного AP, т.е. цитотоксичность 
была снижена благодаря комплексообразованию [2]. Было показано, что для комплексов лантанидов 
показатель острой токсичности in vivo заметно ниже, чем у их неорганических солей. Данный факт можно 
объяснить довольно высокой устойчивостью комплексов и их выведением из организма с мочой в то время как 
соединения нехелатной природы легко проникают с кровью в селезенку и печень [3]. Было установлено, что 
REM комплексы с хелатообразующими органическими кислотами, в т.ч. пипемидовой кислотой (второе 
поколение хинолоновых противомикробных средств, используется в лечении грамотрицательных инфекций 
мочевыводящих путей), мезо-2,3-димеркаптоянтарной кислотой, фуран-2-карбоновой кислотой, 
нитрилотриуксусной кислотой и 2-пиразинкарбоновой кислотой обладают более выраженными 
антибактериальным и противогрибковым эффектами, чем соответствующие свободные кислоты [4, 5]. 

Было показано, что антибактериальная и противогрибковая активность комплексов металлов, с 
основаниями Шиффа (N-бензилиден-2-гидроксибензогидразидом, 2-анилино-N'-[(1Е)-1-пиридин-2-
илэтилиден]ацетогидразидом и 4-гидроксибензилиден-2-аминофенолом) увеличивается в ряду Cu> Co> Mn> 
La> Ce> свободный лиганд [9-11]. Увеличение активности при комплексообразовании может быть объяснено на 
основе концепции Овертона и координационной теории и связано с понижением положительного заряда 
металла за счет  донорного атома лиганда и возможной пи-электронной делокализацией по всему хелату. Это 
увеличивает липофильный характер комплекса и способствует его проникновению через липидный слой 
мембран бактерий. Однако комплексы лантанидов с основанием Шиффа, полученным конденсацией 2-
бензимидазолилмеркаптоацетогидразида с 2-ацетилпиридином не проявили увеличения активности при 
хелатировании. REM комплексы с куркумином (HL) и 1,10-фенантролин-5,6-дионом (L ') общей формулы ML3L' 
(M = Sm (III), Eu (III), Dy (III)) продемонстрировали высокую антибактериальной активность, превышающую 
активность куркумина. Антибактериальная активность REM комплексов с 2-(2-гидрокси-3-метоксифенил)-3-(3-
гидрокси-3-метоксибензиламино)-1,2-дигидрохиназолин-4(3Н)-оном была значительно выше, чем активность 
свободного лиганда, но их противогрибковая активность не увеличилась, но даже ослабла. Было показано, 
антибактериальная активность комплексов La(III), Gd(III) и Lu(III) с морином, зависит от концентрации: при 
низких концентрациях комплексы показали более высокую активность, чем свободный морин, но при 10-
кратном увеличении концентрации морин был более активен. 

Комплексы лантанидов с сульфаметоксазолом были более активны, чем сульфаметоксазол, в отношении 
грамположительных бактерий, но по отношению к грам-отрицательным бактериям лиганд проявил двукратное  
увеличение активности по сравнению с комплексами. 

Анализ опубликованных данных по биологической активности производных REM, координированных с 
различными биологически активными лигандами показал их перспективность для дальнейшего изучения в 
качестве потенциальных анти-инфекционных средств. В то же время, противоречивые данные по 
цитотоксичности этих комплексов, проявившееся при тестировании на опухолевых клетках человека, требуют 
более детальных дальнейших исследований. 
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The synthesis and study of biological activity of the new derivatives of well-known bioactive agents, in 

particular, their complexes with transition and rare earth metals have received much attention in the last two 
decades. It has been found that in many cases the bioactivity of metal complexes exceeds that of free ligands 
and, in addition, these compounds revealed lower toxicity. For example, Pd(II) and Pt(II) complexes with 
tetracycline ligands have been demonstrated to be active against bacterial strains resistant to tetracycline, and, 
moreover, to possess a pronounced cytotoxicity that allows to consider them as potential anticancer drugs [1]. 
Researches of new kinds of biological activity have been performed for a series of well-known organic molecules 
with low molecular weight. Basing on results of computer predicting potential biological activity (program complex 
PASS), antipyrine (AP) was selected as the most prospective ligand-candidate and antipyrine-containing rare 
earth metal (REM) complexes of general formula [Ln(AP)6]I3 (Ln=Sc(III), Y(III), La(III)-Nd(III), Sm(III)-Lu(III) were 
synthesized and tested for cytostatic and antineoplastic activities [2]. Biological testing on two types of tumor cells 
revealed that cell survivability in presence of above complexes was found to be equal or even higher than that of 
a free AP, i.e. cytotoxicity цфы decreased upon chelation [2]. The acute toxicity in vivo of lanthanide complexes 
was shown to be markedly lower than that of their inorganic salts. This fact could be explained by a rather high 
stability of the complexes and their excretion from the organism with urine while unchelated compounds enter 
blood and easily penetrated into spleen and liver [3].  

REM complexes with chelate-forming organic acids, i.e. pipedimic acid (a second-generation quinolone 
antimicrobial agent used in treatment gram-negative urinary infections), meso-2,3-dimercaptosuccinic acid, furan-
2-carboxylic acid, nitrilotriacetic acid and mixed hydrazinium and 2-pyrazinecarboxylic acid complexes was found 
to posses more pronounced antibactetial and antifungal activities than corresponding free acids [4-5]. 

Antibacterial and antifungal activities of metal complexes derived from Schiff bases N-benzylidene-2-
hydroxybenzohydrazide, 2-anilino-N'-[(1E)-1-pyridin-2-ylethylidene]acetohydrazide and 4–hydroxybenzilidene–2–
aminophenol was shown to increase in the order Cu > Co > Mn > La > Ce > free ligand. The increase of activity 
upon chelation can be explained on the basis of Overtone’s concept and chelation theory and is attributed to the 
reduction of a positive charge of the metal partially shared with donor atom of the ligand and possible pi-electron 
delocalization upon chelating that increased the lipophilic character of a metal chelate and favoured its 
permeation through the lipid layer of bacterial membranes. Wherever the lanthanide complexes with the Shiff 
base derived from a condensation of 2-benzimidazolyl-mercaptoacetohydrazide with 2-acetylpyridine did not 
reveal an enhacement of activity in comparison to a free ligand. 

REM complexes with curcumin (HL) and 1,10-phenanthroline-5,6-dione (L') of a general formula ML3L' 
(M=Sm(III), Eu(III), Dy(III)) demonstrated a high antibacterial activity exceeding that of curcumin. [14]. The 
antibacterial activity of REM complexes with 2-[2-hydroxy-3-methoxyphenyl]-3-[hydroxyl-3-methoxybenzylamino]-
1,2-dihydroquinazoline-4(3H)-was significantly higher than the activity of a free ligand, but their antifungal activity 
was not increased but even weakened. The antibacterial activity of La(III), Gd(III) and Lu(III) complexes with 
morin was shown to depend on concentration. The complexes at low concentration demonstrated higher activity 
than morin alone, but at 10-fold increase of concentration morin was more effective. 

Lanthanide complexes with sulfamethoxazole were more active against gram-positive bacteria than 
sulfamethoxazole alone, but against gram-negative bactetia the ligand exhibited the two-fold increase of activity 
compared to chelated species.  

The analysis of published data on REM coordination compounds with different kinds of biologically active 
ligands revealed their prospectivity for further studies as potential anti-infective agents. At the same time, a 
controversial data on cytotoxic profile of lanthanide complexes to human tumor cell lines required more detail 
investigations.  
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Ожиріння є актуальною проблемою сучасної медицини і було визнано ВООЗ епідемією XXI сторіччя. За 

даними літератури, ожиріння та асоційовані з ним патологічні стани можуть привести до зниження 
функціонування клітин слинних залоз і, як наслідок, зниження салівації, підвищення в’язкості слини, 
розвитку ксеростомії (Афанасьев В.В., 2011; Tremblay M., 2011). Водночас недостатньо вивченою 
проблемою сучасної медицини є патогенетичні механізми ушкодження слинних залоз за умов ожиріння. 

Метою дослідження було вивчення протеїназно-інгібіторного потенціалу у тканинах слинних залоз 
щурів за умов аліментарного ожиріння. 

Експерименти виконані на 21 білих щурах-самцях вагою 180-200 г. У щурів моделювали аліментарне 
ожиріння. На початку експерименту щурів розділили на 2 групи. Щури I контрольної групи отримували 
стандартне харчування, що містить 20,6 % жирів, 32,4 % білків, 47 % вуглеводів, і воду ad libitum. Щури II 
групи отримували змішане харчування, яке складалось із стандартного харчування (47%), солодкого 
концентрованого молока (44 %), олії (8 %), крохмалю (1 %) (дієта #С 11024, Research Diets, New Brunswick, 
NJ (West D., et al., 1992).)), і води ad libitum. В гомогенаті слинних залоз щурів  визначали протеїназно-
інгібіторний потенціал за активністю протеїназ і загальної антитриптичної активності (Веремеенко К.Н., 
1988; Уголев А.М., 1969).  

Через 20 тижнів від початку експерименту у щурів визначали індекс маси тіла та масу вісцерального 
жиру. У щурів контрольної групи протягом 20 тижнів експерименту вага зросла на 27,5 %. Через 20 тижнів у 
щурів II групи, що перебували на дієті #С 11024, вага зросла на 36,6 %. Маса вісцерального жиру у щурів 
цієї групи була вдвічі більша, ніж у контрольній групі. 

Встановлено, що за умов аліментарного ожиріння у тканинах слинних залозах щурів вірогідно 
підвищується у 1,28 разу загальна протеолітична активність порівняно з контролем. За цих умов в тканинах 
слинних залоз щурів вірогідно зменшується в 1,25 разу загальна антитриптична активність порівняно з 
тваринами, яким не моделювали аліментарне ожиріння. 

Таким чином, за умов аліментарного ожиріння в тканинах слинних залоз щурів виникає дисбаланс 
протеїназно-інгібіторного потенціалу за декомпенсаторним типом, що сприяє підвищенню деструкції клітин. 
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Obesity is an actual problem of modern medicine and has been recognized by WHO as epidemic of the 21st 

century. According to the literature, obesity and  pathologies associated with it can lead to reduced functioning of 
cells of the salivary glands, decrease of salivation, increased viscosity of saliva , development of xerostomia 
(Afanas'ev V.V., 2011; Tremblay M., 2011). However, pathological mechanisms involved in the impact of obesity 
to salivary glands are not fully established. 

The aim of the study was to determine the proteinase inhibitory potential in the tissues of rats’ salivary glands 
under conditions of diet-induced obesity. 

The study was done on 21 white nonlinear rats, weight 180-200 g. We modeled diet-induced obesity in rats. 
The rats were divided on 2 groups at the beginning of the experiment. The rats of I group were retained on a 
standard meal (fat – 20,6 %, protein – 32,4 %, carbohydrates – 47 %) and water ad libitum. The rats of II group 
were retained on the diet # C 11024 (Research Diets, New Brunswick, NJ (West D., et al., 1992). In the 
homogenate of rats’ salivary glands we determined the proteinase inhibitory potential by determining the activity 
of proteinases and total antitryptic activity (Veremeenko K.N., 1988; Uholev A.M., 1969). 

We determined body mass index and visceral fat mass in rats after 20 weeks from the start of the experiment. 
In rats of the first control group weight grew up to 27.5 % for 20 weeks of experiment. The weight of rats of the 
second group that retained on the diet # C 11024 grew up to 36.6 % for 20 weeks of experiment. The mass of 
visceral fat in rats of the second group was twice higher compared with the control group. It was found that there 
is credible increasing of the total proteolytic activity in 1.28 times in tissues of salivary glands of rats under 
conditions of diet-induced obesity compared with the control group. Under these conditions there is credible 
decreasing in 1.25 times the total antitryptic activity compared with animals that were not modeled diet-induced 
obesity. 

Thus, under conditions of diet-induced obesity in the tissues of the salivary glands of rats there is development 
of the imbalance of proteinase inhibitory potential by uncompensated type that promotes destruction of cells. 
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Металлоорганические соединения привлекают внимание исследователей как кандидаты для 
создания лекарственных препаратов. В последнее десятилетие внимание уделяется поиску препаратов 
на основе соединений различных металлов (Pt, Ru, Ga, Sn). Способность оловоорганических 
соединений накапливаться в клетке, а также их токсичность позволяет рассматривать эти соединения в 
качестве перспективных цитостатиков [1]. Введение  в молекулы оловоорганических соединений 
антиоксидантного фрагмента пространственно-затрудненного 2,6-ди-трет-бутилфенола – аналога 
витамина Е, способствует снижению токсичности [2]. Комбинированное использование цитотоксического 
потенциала соединений олова и антиоксидантного фрагмента в структуре лиганда позволит создать 
группу перспективных противоопухолевых препаратов. Одной из биохимических мишеней для подобных 
лекарственных средств является белок тубулин, участвующий в образовании митотического веретена 
делящихся клеток. В связи с этим возникает необходимость ингибирования процесса полимеризации 
тубулина. 

В работе исследована антимитотическая активность серии оловоорганических соединений общей 
формулы AnSn(SR)4-n (n = 2, 3) и Sn(SR)2 с фрагментами 2,6-ди-трет-бутилфенола (R) на примере 
связывания полученных соединений с SH-группами тубулина.  

AnSn(SR)4-n;  Sn(SR)2

A = Ph, R, Me, Et, Bu
n = 2, 3

R =3, 5 - ди-трет-бутил-4-гидроксифенил

 
Показано, что наиболее эффективное связывание с SH-группами белка наблюдается в присутствии 

соединения R2Sn(SR)2 с четырьмя фенольными группами (EC50 = 2.9 ± 0.2 μM) и R2SnCl2  (EC50 = 21.1 ± 
1.2 μM), что может быть обусловлено структурной комплементарностью данного соединения и одного из 
активных сайтов тубулина. Активность комплексов олова сопоставима с известным ингибитором 
полимеризации тубулина - колхицином. Таким образом, данные соединения можно рассматривать в 
качестве потенциальных антимитотических агентов. 
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Organometallic compounds attract the scientific interest as candidates for the creation of medicinal 
preparations. That is the reason why the attention is paid to search of metal based drugs (Pt, Ru, Ga, Sn). The 
ability of organotins to accumulate in the cell as well as their toxicity allows one to consider these compounds as a 
potent drugs [1]. The introduction in the organotin compounds the antioxidant sterically hindered 2,6-di-tert-
butylphenol fragment as a analog of vitamin E helps to lower their toxicity [2]. The combined use of cytotoxic 
potential of organotin compounds and the antioxidant fragment in the ligand will create a novel type of promising 
anticancer drugs. One of the biochemical targets for these drugs is a tubulin which participate in the formation of 
the mitotic spindle of dividing cells. In this connection there is important the inhibition of tubulin polymerization. 

The work considers antimitotic activity of a series organotin compounds of general formula AnSn(SR)4-n (n = 2, 
3) and Sn(SR)2 with 2,6-di-tert-butylphenol fragments (R) in the binding with the SH-groups of tubulin.  

AnSn(SR)4-n;  Sn(SR)2

A = Ph, R, Me, Et, Bu
n = 2, 3

R =3,5 - di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl

 
It is shown that the most effective binding with the SH-groups of the protein was observed in the presence of 

R2Sn(SR)2 which contains four phenol groups (EC50 = 2.9 ± 0.2 μM) and R2SnCl2 (EC50 = 21.1 ± 1.2 μM), that 
may be a result of the structural complementarity between complex and the tubulin active site. The binding 
activities of tested organotins were found to resemble that of the well known inhibitor of polymerization - 
colchicine. Thus, such compounds can be considered as potential antimitotic agents. 
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Підвищені рівні анти-Hsp60 антитіл у сироватці крові можуть бути ознакою  наявності та маркером 
важкості перебігу серцево-судинних захворювань; фактором ризику атеросклерозу та  патологічних змін 
дрібних судин головного мозку; детектуються при інсульті, артеріальній гіпертензії (АГ), гострому 
коронарному синдромі, хронічній серцевій недостатності, дисфункції лівого шлуночка тощо. З другого боку, 
показано, що анти-Hsp60 антитіла проявляють про-запальну біологічну активність при дії на культивовані 
моноцити та епітеліальні клітини. Роль анти-Hsp60 антитіл у патогенезі гіпертензії наразі невідома. 

Обстежено 27 пацієнтів з АГ, серед них 19 пацієнтів із 2 стадією та 8 пацієнтів із 3 стадією, а також у 12 
клінічно здорових осіб, родинна історія яких включала випадки АГ по материнській лінії. Контрольну групу 
складали 84 донора крові. Анти-Hsp60 антитіла у сироватці крові визначали методами ELISA та Вестерн-
блотингу. Як антиген використовували одержаний нами рекомбінантний білок GroEl Escherihia coli 
(прокаріотний гомолог Hsp60 людини). 

За результатами ELISA анти-Hsp60 позитивні сироватки у групі клінічно здорових осіб, родинна 
історія яких включала випадки АГ, виявлено у 58,3%; у групі  пацієнтів з АГ 2 стадії у 73,6%; у групі  
пацієнтів з АГ 3 стадії у 50%. За середніми показниками рівні анти-Hsp60 антитіл у сироватці всіх 
обстежених груп вдвічі перевищували показник контролю (р=0,007972; р=0,000111; р<0,000001 відповідно). 
За результатами Вестерн блоту, антиген-мішень (Hsp60) розпізнавали як анти-Hsp60 позитивні (за 
результатами ELISA) сироватки пацієнтів з АГ 2 стадії та 3 стадії, так і афінно очищені  зі зразків 
високореактивних сироваток пацієнтів IgG антитіла. За клінічними показниками, незалежно від стадії 
захворювання, такі пацієнти були віднесені в групу ризику розвитку ускладнень АГ. Сироватка одного з 
клінічно здорових осіб, які мали родичів з АГ, проявляла реактивність до Hsp60 у Вестерн блоті.  

Дослідження біологічної активності афінно-очищених з найбільш імунореактивних сироваток на 
протеїнG-сефарозі анти-Hsp60 антитіл проводили на культурі епітеліальних клітин МaEC та фібробластних 
А431.   

Визначення рівня анти-Hsp60 антитіл в сироватках пацієнтів з АГ та їх біологічної активності може бути 
корисним маркером у прогнозуванні розвитку ускладнень при прогресії АГ. 

  



 
 

 138
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Betulin is a natural triterpene, abundantly available from birch bark. Derivatives of betulin i.e., betulinic acid 
(3β-hydroxy-lup-20-en-28-oic acid), exhibited anti-melanoma, anti-neuroblastoma, anti-leukemia, anti-HIV, and 
anti-malaria properties. Due to its various pharmacological properties and lack of toxicity, betulinic acid is an 
attractive and promising new lead compound against human melanoma. Now-a-days microbial transformation is 
the only alternative tool with great potential especially for improving properties of betulin with high specificity. 
Scanty reports are available using microbial system for conversion of betulin, in the present study we have 
isolated suitable microbes (Bacillus megaterium, Rhodobacter Spp. Arthrobotrys Spp., Glomerella Spp., 
Cunninghamella spp, Nocardia Spp. Aspergillus spp. etc.) from industrial waste of plant biomass processing 
which is having ability to transform betulin to betulinic acid. Novel isolates shown about 30-35% bioconversion of 
betulin in to their respective derivates i.e. betulinic acid at shake flask level. Samples of each culture were taken 
for different time intervals and analyzed by HPLC for betulin bioconversion. Present work will be helpful for 
commercialization of betulinic acid. 
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Грошовий Т.А., Равлів Ю.А. 
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Головним джерелом надходження біологічно-активних речовин (БАР) в організм є ліки, біологічно- 
активні добавки (БАД), а  також продукти  харчування. Велика кількість БАР в організм людини потрапляє 
із навколишнього середовища разом з повітрям, водою. В умовах зростаючого хімічного забруднення 
довкілля до організму людини може потрапляти велика кількість речовин, які можуть негативно впливати 
на організм людини та викликати різні негативні наслідки, які проявляються найрізноманітнішими 
захворюваннями. 

В теперішній  час не існує жодних сумнівів у тому, що ліки  тваринного, рослинного, мінерального 
походження є великою цінністю для медицини та фармації, оскільки  є прекрасними продуктами 
природнього походження, які здатні подолати негативний вплив на організм людини різних екзогенних 
чинників. Медична практика свідчить про те, що біологічно активні речовини, а саме  тваринного 
походження, що входять до складу  лікарських засобів, мають великі переваги над синтетичними ліками. 
При правильному використанні вони можуть бути дуже корисними в лікуванні різних захворювань. 
Перспективним напрямком розвитку фармацевтичної галузі залишається завданням розробки технології 
та створення різних  лікарських форм, які б містили компоненти  тваринного походження. Вирішення даних 
питань буде сприяти подальшому більш широкому використанню лікарських продуктів тваринного 
походження у фармацевтичній галузі . 
Для забезпечення населення лікарськими засоби, які б містили велику кількість БАР і володіли високою 

біологічною активністю були проведені дослідження кріоліофілізованої ксенодерми свині на ПП 
«Комбустіолог» (м. Тернопіль) під керівництвом професора Бігуняка Володимира Васильовича. Ліофілізо-
вані ксенодермоімплантати внесено до державного реєстру медичних виробів України і  їх застосовують на 
даний момент для закриття ран під час опіків після проведеної некректомії. В умовах виробництва 
ксенодермотрансплантатів на основі тваринної сировини, які широко використовують розроблена і 
апробована технологія виготовлення подрібненого субстрату кріоліофілізованої шкіри свині як субстанції 
для виготовлення лікарського засобу. 

Всановлено та досліджено,що кріоліофілізована ксеродерма свині є джерелом структурних білків з 
широким спектром біологічної активності  і  містить макро- і мікроелементи, а також поліпептидний 
епідермальний фактор росту, який прискорює проліферацію тканин, впливає на таксис клітин. При 
зовнішньому використанні запобігає утворенню рубців, прискорює епітелізацію шкіри, сприяє швидкому 
загоєнню ран, проте цікавим залишалось питання внутрішнього використання даного продукту. Одним із 
найважливіших компонентів комплексу біологічно активних речовин кріолоіфілізованої ксеродерми свині є 
також амінокислоти, зокрема цистеїн і метіонін, а також окислювальні ферменти (пероксидаза, 
цитохромоксидаза), біохімічна і фізико-хімічна мобілізація яких здійснюється за участю наявних у даному 
об’єкті мікроелементів: міді, цинку,, кобальту та інших. Вміст в  шкірі колагену складає 70 % (без води і 
жиру). Необхідно відмітити, що кріоліофілізована ксеродерма свині багата великою кількістю структурних 
білків (ретикулін, еластин і кератин), а також іншими БАР. Досліджено, що при тривалому введенні 
порошку кріоліофілізованої ксеродерми свині лабораторним тваринам відбувається підтримка 
нормального мікробіоценозу тонкої і товстої кишок з переважанням над гнильною клостридійною і 
анаеробною бактероїдною мікрофлорою корисних асоціацій молочнокислих бактерій. Виявлена також 
гастропротекторна властивість даного продукту при терапії внутрішніх органів, яка проявляється 
зменшенням утворення пептичних виразок при дії речовин з ульцерогенною активністю. Враховуючи дані 
позитивні властивості  кріолоіфілізований порошок ксеродерми знайшов своє використання в медичні 
практиці. 

Розробка лікарської форми було актуальним питанням для кращого використання та застосування для 
пацієнтів. Враховуючі низькіі фармако-технологічні властивості кріоліофілізованої ксеродерми свині 
проводяться дослідження по вивченню впливу природи та кількостей допоміжних речовин при створені 
таблеток, які будуть мати переваги для споживачів.  Вони забезпечать точність дозування, портативність, 
зручність при транспортуванні та використанні.  

Позитивні результати клінічного застосування кріоконсервованої ксеношкіри стали визначальними у 
формуванні  подальших  напрямків не тільки використання ксеногенної шкіри  для лікування хворих із 
рановим процесом, але й подальшого розвитку інших сфер медичної науки і практики. Зокрема, висока 
антимікробна резистентність препарату ксеношкіри, здатність до ефективної адсорбції та  інактивації 
токсинів, понижений рівень антигенності кріоліофілізованих  субстанцій – усе це стало підосновою 
подальших досліджень, спрямованих на розкриття нових властивостей новоствореного продукту, 
розширення сфери практичного застосування з профілактично-лікувальною метою, забезпечення нових 
форм  відповідного інноваційного забезпечення.   
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The main source of biologically active substances (BAS) is a medication into the body, biologically active 
additives (BAA), and food. A large number of biologically active in the human body gets from the environment with 
air, water. With the increasing chemical pollution in the human body can get a large number of substances that 
can affect the human body and cause a variety of adverse effects, manifested a variety of diseases. 

Currently, there is no doubt that drugs of animal, vegetable, mineral is of great value to medicine and 
pharmacy, as there is a fine product of natural origin that are able to overcome the negative effects on the human 
body of various exogenous factors. Medical Practice indicates that biologically active substances, such as animal 
comprising drugs have great advantages over synthetic drugs. When used properly they can be very useful in the 
treatment of various diseases. A promising area of the pharmaceutical industry remains a challenge to develop 
technology and create different dosage forms, which would contain ingredients of animal origin. Addressing these 
issues will promote the wider use of medicinal animal products in the pharmaceutical industry. 

For the supply of medicines, which would contain a large number of biologically active and had high biological 
activity, studies krioliofilizat xenoderm of pigs on the PP "Kombustiolog" (Ternopil), led by Professor Bigynyak 
Vladimir. Lyophilized ksenodermoimplantaty included in the public registry of medical devices Ukraine and are 
used at the moment for closing wounds during the burns conducted after necrosectomy. In terms of 
ksenodermotransplantativ from animals, which are widely used developed and tested manufacturing techniques 
crushed substrate krioliofilizat xenoderm of pig skin as a substance for the manufacture of medicinal products. 

Set and studies cryo freeze-dried xeroderma pig are a source of structural proteins with a wide range of 
biological activity and includes macro-and micronutrients, and polypeptide epidermal growth factor accelerates 
the proliferation of tissue affects Taxis cells. For exterior use prevents scarring, accelerates epithelization of skin, 
promotes rapid healing of wounds, but the interesting question remained internal use of the product. One of the 
most important components of complex biologically active substances krioliofilizat xenoderm of pig is also an 
amino acid such as cysteine and methionine, and oxidative enzymes (peroxidase, cytochrome oxidase), 
biochemical and physico-chemical mobilization is carried out with this facility available in trace elements: copper, 
zinc, cobalt and others. The content of collagen in the skin is 70% (excluding water and fat). It should be noted 
that krioliofilizat xenoderm of pig rich in many structural proteins (retikulin, elastin and keratin) and other 
biologically active. Investigated that prolonged administration of powder krioliofilizat xenoderm of pig laboratory 
animals must support the normal microbiota of the small and large intestines with a predominance of putrid and 
anaerobic microflora bacteriological mineral associations of lactic acid bacteria. It was also found 
hastroprotektorna feature of this product in the treatment of internal organs, which shows a decrease in the 
formation of peptic ulcers under the influence of substances with ulcerogenic activity. Given the positive 
properties of the data krioliofilizat xenoderm powder found its use in medical practice. 

Developed formulation was pressing issue for better use and application to patients. Considering pharmaco-
technological properties krioliofilizat xenoderm of pig conducted research on the impact of the nature and 
quantities of excipients in tablets made that will have benefits for consumers. They provide precision dosing, 
portability, ease of transport and use. 

Positive results of clinical application of cryopreserved ksenoderm were decisive in shaping the future 
direction of not only the use of xenogenic skin for the treatment of wound healing, but also the further 
development of other areas of medical science and practice. In particular, high antimicrobial drug resistance 
xenoderm, the ability to effectively Adsorption and inactivation of toxins, reduced levels of antigenicity cryo freeze-
dried substances - all this was the underlying basis for further research aimed at opening new properties of the 
newly created product, expansion of practical application of preventive and therapeutic purposes, of new forms of 
appropriate innovative software. 
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Ранее было показано [1], что после гипотермического (+4С) и низкотемпературного (-196С) хранения 
фагоцитарная активность лейкоцитов донорской крови человека и показатели НСТ-теста существенно 
снижаются, что в первую очередь связывают с нарушением биоэнергетики клеток [2, 3]. В настоящем 
исследовании установлено, что после инкубации деконсервированных лейкоцитов в среде, содержащей 
низкомолекулярную фракцию кордовой крови (ФКК) в концентрации 0,15 мг/мл происходит достоверное 
восстановление их фагоцитарной активности. Сходное действие оказывало присутствие в 
реабилитирующей среде препарата сравнения «Актовегин», но в значительно большей концентрации 
(1,5 мг/мл). Исследование способности нейтрофилов к генерации активных форм кислорода с помощью 
НСТ-теста показало, что ФКК достоверно повышала количество НСТ-положительных клеток как после 
гипотермического хранения, так и после криоконсервирования. Препарат «Актовегин» вызывал 
достоверное увеличение данного показателя после криоконсервирования, но не оказывал влияния на 
количество НСТ-положительных нейтрофилов после хранения в условиях гипотермии. Установлено, что 
ФКК и препарат «Актовегин» в оптимальных концентрациях способствуют восстановлению фагоцитарной 
способности нейтрофилов в присутствии ингибитора гликолиза йодоацетата натрия (1 мМ). Выявлено 
стимулирующее действие ФКК в отношении активности щелочной фосфатазы и способности к 
внутриклеточному накоплению глюкозы деконсервированными лейкоцитами. Полученные данные 
свидетельствует о влиянии ФКК на энергетический метаболизм клеток, что, по-видимому, является 
ключевым механизмом её действия на восстановление функциональной активности деконсервированных 
клеток. 

Сравнение хроматограмм ФКК (рис. 1Б) и препарата «Актовегин» (рис. 1А) указывает на существенные 
отличия в составе сравниваемых препаратов, что может объяснить различия в их биологической 
активности.  

 

  
Рис.1. Гель-проникающая хроматография препарата «Актовегин» (А) и низкомолекулярной фракции (до 5 кДа) 
кордовой крови коров (Б) на колонке, заполненной поливиниловым гелем Toyopeas 1HW-40 Fine (Toyo Soda, Japan) в 
фосфатно-солевом буфере (30 mM Na2HPO4, 200 mM NaCl, pH 7,6). 
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It is known [1] that after hypothermic storage (+4oC) and cryopreservation (-196oC) the phagocytic activity of 

human donor blood leukocytes and the NBT test indices significantly decrease, which is primarily attributed to 
disturbances in cell energy metabolism [2, 3]. This study indicated that the cord blood low molecular fraction 
(CBF) in the concentration of 0.15 mg/ml significantly stimulated the phagocytic activity of frozen-thawed 
leukocytes. The comparator agent Actovegin had a similar effect, but it was required at a much higher 
concentration (1.50 mg/ml). The investigation of neutrophil capacity for producing reactive oxygen species by 
NBT test showed that CBF led to a significant rise in the number of NBT-positive cells both after hypothermic 
storage and after cryopreservation. Actovegin significantly increased this index after cryopreservation of 
leukocytes, but did not affect the number of NBT-positive cells after hypothermia. CBF and Actovegin in optimal 
concentrations were proved to promote restitution of the phagocytic capacity of neutrophils in the presence of a 
glycolysis inhibitor – sodium iodoacetate (1mM). CBF was did covered to stimulate alkaline phosphatase activity 
and capacity for intracellular accumulation of glucose by frozen-thawed leukocytes. The data obtained indicate to 
the influence of CBF on cell energy metabolism, which appears to be one of the key mechanisms of its effect on 
recovery of frozen-thawed cell functional activity. 

Comparision of chromatographic profiles of CBF and Actovegin demonstrates substantial differences in their 
compositions, which can explain differences in their biological activity. 

 

 
Fig. 1. Gel-penetrating chromatography of Actovegin (А) and the low molecular (below 5 kDa) CBF (B) on a column filled with 
polyvinyl gel Toyopeas 1HW-40 Fine (Toyo Soda, Japan) in the phosphate-buffered saline (30 mM Na2HPO4, 200 mM NaCl, pH 
7.6). 
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Транспорт електронів через плазматичну мембрану (плазмалему) від внутрішньоклітинних відновних 

еквівалентів НАДН та НАДФН до їх зовнішньоклітинних акцепторів системою плазмалемальних 
оксидоредуктаз (ПОР) виявлено в усіх еукаріотичних клітинах. Функціональне значення, а також наявність 
та селективність до різних донорів та акцепторів електронів ензимів чи їх комплексів у складі системи ПОР 
в різних клітинах може суттєво відрізнятись. В еритроцитах виявлені трансмембранні білки з 
безпосередньою оксидоредуктазною активністю – дуодентальний цитохром b (Dcytb) та 
потенціалзалежний аніон-селективний канал 1 (VDAC1). Розташовану на внутрішній поверхні мембран 
еритроцитів цитохром b5 редуктазу (метгемоглобін-редуктазу) також відносять до ензиматичного 
компоненту системи ПОР, хоча її внесок в трансплазмалемальний транспорт електронів 
опосередковується здатністю відновлювати CoQ та вільні радикали аскорбату з використанням НАДН 
цитозоля. Система ПОР еритроцитів підтримує редокс-гомеостаз крові, відновлюючи вільні радикали до 
менш активних сполук. Таким чином, в ролі мобільних відновників еритроцити забезпечують 
антиоксидантний захист всього організму. 

Крім компонентів системи ПОР в цитозолі та мембранах еритроцитів також виявлена протеїнкіназа СК2 
(EC 2.7.11.1) – Ser/Thr кіназа, яка модифікує функціональну активність більш, ніж 300 різноманітних 
клітинних протеїнів і тому відіграє ключову роль в ланцюгах клітинної сигналізації. 

Був досліджений вплив на ПОР еритроцитів людини нещодавно винайдених серед N-(2-арил- 
4-тіокарбамоїл-1,3-оксазол-5-іл)-β-аланінів нових специфічних інгібіторів протеїнкінази СК2. Активність 
ПОР оцінювали за кінетикою відновлення ферріціаніду до ферроціаніду з колориметричним визначенням 
рівня останнього та представляли в одиницях 1·10-6 М ферроцианіду/мл об’єму еритроцитів/30 хвилин 
(Рис.). Виявлено пригнічення ПОР еритроцитів людини при дії інгібіторів кінази СК2 в концентраціях 1·10-5 
та 1·10-6 М, прямо пропорційне визначеній in vitro інгібіторній активності цих сполук по відношенню до 
рекомбінантної СК2 людини (IC50, Рис.). 

За допомогою інгібіторного аналізу додатково показано, що в цих клітинах кіназа СК2 модулює 
активність плазмалемальних оксидоредуктаз в основному за участю Ca2+-незалежних механізмів. 
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Electrons transport across plasma membrane (plasmalemma) from intracellular NADH and NADFH reducing 
equivalents to extracellular electron acceptors by plasma membrane oxidoreductases (PMORs) system were 
found in all eukaryotic cells. Functional importance, as well as the availability and selectivity of various enzymes 
or their complexes consisting PMORs system to electrons donors and acceptors in different cells may be 
significantly vary. In erythrocytes discovered transmembrane proteins with direct oxidoreductases activity – 
duodenal cytochrome b (Dcytb) and voltage-dependent anion-selective channel 1 (VDAC1). Located on the inner 
surface of the erythrocytes membrane cytochrome b5 reductase (methemoglobin-reductase) also include in 
enzymatic component of PMORs system, although its contribution to trans-plasma membrane electron transport 
mediated by its ability to recover CoQ and ascorbate free radicals using cytosol NADH. Erythrocytes PMORs 
system maintains blood redox homeostasis by restoring free radicals to less active substances. Thus, as mobile 
reluctant erythrocytes provide antioxidant protection of the whole organism. 

Besides PMORs system components in cytosol and membranes of erythrocyte also identified protein kinase 
CK2 (EC 2.7.11.1) - Ser/Thr kinase that modifies functional activity of more than 300 different cellular proteins and 
thus plays a key role in cell signaling chains. 

The influence of the emerging among N-(4-thiosarbamoyl-1,3-oxazol-5-yl)-β-alanine new specific inhibitors of 
protein kinase CK2 on human erythrocytes PMORs was investigated. PMORs activity was estimated by following 
the reduction kinetics of ferricyanide to ferrocyanide with colorimetric determination the level of last and presented 
in units of 1·10-6 M ferrocyanide/mL erythrocytes volume/30 minutes (Fig). The suppression of human 
erythrocytes PMORs by inhibitors kinase CK2 in concentration 1·10-5 and 1·10-6 М directly depending on 
determined in vitro inhibitory activity of these compounds to recombinant human CK2 (IC50, Fig) was found. 

Using inhibitory analysis additionally shown that in these cells kinase CK2 modulates the PMORs activity 
mainly trough Ca2+-independent mechanisms. 
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Нитроксид является очень активным метаболитом клеток, и при окислительном стрессе он 

ограничивает повреждения, вызываемые активными формами кислорода. Из-за высокой реакционной 
способности его действие ограничивается местами его образования, поэтому при введении в кровоток 
доноров нитроксида он действует главным образом на эндотелий сосудистой стенки. В своих работах в 
течение ряда лет мы использовали динитрозильные комплексы железа с лигандом глутатионом, которые, 
соединяясь с белками плазмы и клеток, постепенно высвобождают нитроксид, что обеспечивает 
длительное гипотензивное действие [1]. Созданная в РКНПК при участии проф. А.Ф.Ванина лекарственная 
форма (препарат «Оксаком») устойчиво снижает артериальное давление у здоровых и больных 
гипертонией людей [2]. Однако действие препарата на сердечную мышцу оставалось неизученным. 

В данной работе мы изучали действие Оксакома на миокард крыс при окислительном стрессе, 
вызванном гипоксией-реоксигенацией изолированного сердца или введением изопротеренола in vivo. 
Изолированное сердце перфузировали раствором Кребса с глюкозой и регистрировали давление в 
изоволюмическом баллончике,  введённом в полость левого желудочка (ЛЖ). Во время 30-минутной 
гипоксии (замена О2 на N2) развивалась контрактура миокарда с повышением давления в ЛЖ до 100 мм 
рт.ст. Период реоксигенации во всех опытах характеризовался развитием аритмий преимущественно в 
виде желудочковой тахисистолии, в части опытов наблюдали фибрилляцию. Работоспособность сердца, 
оцениваемая произведением развиваемого давления на частоту сокращений, в конце реоксигенации 
восстанавливалась до 33+4%, и около трети сердец не смогли воспроизвести высокую частоту 
электростимуляции (12 Гц). Добавление Оксакома (30 нМ) в гипоксический перфузат снизило величину 
гипоксической контрактуры приблизительно на 20 мм рт.ст., в 3 раза уменьшило индекс аритмии, 
улучшило восстановление работы сердца, при этом все сердца успешно воспроизводили высокую частоту 
электростимуляции.  

При введении изопротеренола (синтетического катехоламина) in vivo (120-360 мг/кг) возникали 
диффузные мелкоочаговые некрозы обоих желудочков, иногда – инфаркты в области верхушки. При 
эхокардиографическом исследовании сердца были установлены дозозависимые изменения: дилатация 
полости ЛЖ, уменьшение фракции выброса, удлинение изоволюмических фаз сокращения и 
расслабления, а также укорочение длительности фазы наполнения. Катетеризация сердца позволила 
выявить повышенное диастолическое давление в ЛЖ, снижение скоростных параметров развития и 
падения давления (dP/dtmax и dP/dtmin), а также производных из них индексов сократимости и 
расслабимости. Можно предполагать, что благоприятный эффект оксакома обусловлен S-
нитрозилированием белков кальциевого транспорта кардиомиоцитов, защищающим их от окисления [3]. 
Cнижение сократимости и расслабимости миокарда наблюдали при меньших дозировках изопротеренола, 
в то время как явные признаки сердечной недостаточности – повышение конечного диастолического 
давления, уменьшение фракции выброса и дилатация полости ЛЖ – были типичны для высоких доз 
изопротеренола. Оксаком (10-20 мг/кг в/в), расширяющий артерии и вены, снижал АД на 17-20%, что 
сопровождалось снижением конечного диастолического давления в ЛЖ, укорочением периода 
предизгнания, повышением индексов сократимости и расслабимости миокарда. Таким образом, 
благоприятное кардиотропное действие оксакома сочеталось со снижением артериального давления и 
конечного диастолического давления в ЛЖ, т.е. со снижением функциональной нагрузки на сердце.   

 
Работа выполнена при финансовой поддержке РФФИ (грант 12-04-01104а) и Министерства науки и образования РФ 
(госконтракт № 16.512.11.2281). 
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Nitroxide is a very active cellular metabolite, and at oxidative stress it limits damages caused by reactive 
oxygen species. Due to high reactionary ability its action is limited to places of its formation, therefore at 
intravenous introduction of nitroxide donors it acts mainly on vascular endothelium. For a number of years we 
studied dinitrosyl iron complexes with glutathione as a ligand, they easily react with proteins of plasma and cells 
and gradually liberate nitroxide providing prolonged hypotensive action [1]. The medicinal form (a drug 
«Oxacom») created in our institution with the help of prof. A.F.Vanin steadily reduces arterial pressure in people 
either healthy or hypertensive patients [2]. However, action of the drug on the cardiac muscle has not been 
studied. 

In the given work we studied action of Oxacom on the rat myocardium at oxidative stress caused by hypoxia-
reoxygenation of the isolated heart or by introduction of isoproterenol in vivo. 

The isolated heart was perfused with Krebs solution containing glucose (11 mM) and pressure in isovolumic 
balloon placed into the left ventricular (LV) cavity has been monitored. The 30-minute hypoxia (replacement of О2 
by N2) was associated with myocardial contracture resulted in an increase of LV diastolic pressure up to 100 
mmHg. The reoxygenation period in all experiments was accompanied by arrhythmia development mainly in the 
form of ventricular tachysystolia, and in some experiments the fibrillation was observed. The cardiac work index 
estimated by product of developed pressure upon heart rate was restored by the end of reoxygenation up to 33+4 
%, and about a third of hearts could not reproduce high rate of electrostimulation (12 Hz). The addition of Oxacom 
(30 nanoM) to hypoxic perfusate was accompanied by lowering the level of  hypoxic contracture approximately by 
20 mmHg, by reducing arrhythmia index in 3 times, by improvement of restoration of cardiac work index, and, 
furthermore, all hearts successfully reproduced high rate of electrostimulation.  

The isoproterenol (synthetic catecholamine) introduction in vivo (120-360 mg/kg) arose multiple diffuse small 
necroses in both ventricles, and sometimes myocardial infarcts in the apex of the heart. Echocardiographic 
investigation of the heart has revealed dose-dependent alterations: a dilatation of LV cavity, reduced ejection 
fraction, a prolongation of isovolumic phases of contraction and relaxation, and also shortening of filling duration. 
The catheterization of the heart has allowed to reveal raised LV diastolic pressure, a decrease in the rate of LV 
pressure development and fall (dP/dtmax and dP/dtmin), and also their derivatives, indices of contractility and 
relaxability. It is possible to assume, that the favorable effect of Oxacom is caused S-nitrosylation of proteins of 
Ca++ transport, thus protecting them from oxidation [3]. A decreased myocardial contractility and relaxability were 
observed at smaller dosages while apparent signs of cardiac insufficiency, an increased LV diastolic pressure, 
reduced ejection fraction and dilatation of LV cavity, were typical for higher isoproterenol dozes. Oxacom (10-20 
mg/kg iv) dilating arteries and veins reduced arterial pressure by 17-20% that was accompanied by decreased LV 
diastolic pressure, a shortening of preejection period, increased contractility and relaxability indices. Thus, 
favorable cardiotropic action of Oxacom was combined with decreased arterial pressure and LV diastolic 
pressure, i.e. with a decrease in functional loading of the heart.   

 
This study was executed at financial support of the Russian Federal Investigation Fund (grant 12-04-01104а) and the Ministry of 
science and education RF (the state contract № 16.512.11.2281). 
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Ожиріння – це багатофакторне захворювання, що характеризується надлишковим накопиченням 

жирової тканини внаслідок малорухливого способу життя та вживання висококалорійної їжі. В свою чергу 
ожиріння може призвести до розвитку ішемічної хвороби серця, артеріальної гіпертонії та цукрового 
діабету 2 типу, що характеризується підвищенням концентрації глюкози та глікозильованого гемоглобіну в 
крові, а також явищем інсулінорезистентності. За даними ВООЗ у 80% людей із надлишковою вагою 
спостерігається розвиток переддіабетичного стану, проте механізми його виникнення та прогресування є 
недостатньо вивченими. Тому метою даної роботи було визначення вмісту глюкози, глікозильованого 
гемоглобіну та інсуліну в крові, а також проведення тесту інсулінорезистентності у щурів за умов 
споживання висококалорійної дієти.  

Досліди проводили на білих нелінійних щурах з початковою масою 90-100 г. Упродовж першого тижня 
всі щури отримували стандартну їжу «Purina rodent chow» і воду ad libitum. На 8-й день тварини 
рандомізовано були розділені на 2 групи. Тварини контрольної групи протягом 10 тижнів отримували 
стандартну їжу, дослідної групи – знаходились на висококалорійній дієті. Концентрацію глюкози в цільній 
крові визначали за допомогою приладу «ГЛЮКОФОТ-II» (Україна) згідно інструкції. Вміст глікозильованого 
гемоглобіну в крові вимірювали спектрофотометрично за допомогою наборів реактивів фірми Lachema® 
(Росія). Рівень інсуліну в сироватці крові визначали за допомогою імуноферментного аналізу. Для 
підтвердження стану інсулінорезистентності у дослідних тварин визначали чутливість периферичних 
тканин до дії інсуліну за допомогою інсуліно-толерантного тесту, проведеного з власними модифікаціями.    

В ході досліджень встановлено збільшення вмісту глюкози в крові щурів на 10-й тиждень споживання 
висококалорійного корму в 1,7 разів порівняно з показниками контрольної групи тварин. Вміст 
глікозильованого гемоглобіну збільшувався у 3 рази порівняно з групою тварин, які споживали стандартну 
їжу. Рівень інсуліну в сироватці крові зростав у 2,4 рази порівняно з контрольною групою тварин. В 
результаті інсуліно-толерантного тесту зафіксовано зниження швидкості засвоєння глюкози при введенні 
інсуліну у тварин, що знаходились на висококалорійній дієті. 

Таким чином, в ході досліджень показано розвиток переддіабетичного стану у щурів, які споживали 
висококалорійну дієту, що підтверджується зростанням концентрації глюкози та глікозильованого 
гемоглобіну, а також розвитком інсулінорезистентності, що проявляється у зниженні чутливості 
периферичних тканин до дії інсуліну та збільшенням за компенсаторними механізмами концентрації даного 
гормону в крові.  
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Obesity is a multifactorial disease characterized by excessive accumulation of adipose tissue as a result of 
sedentary lifestyle and consumption of high-calorie food. In its turn, obesity can lead to coronary heart disease, 
hypertension and type 2 diabetes mellitus, characterized by increased concentrations of blood glucose and 
glycated hemoglobin and insulin resistance. According to WHO, 80% of obese people have a prediabetic 
condition, but the mechanisms of its occurrance and progression are poorly understood. Therefore the aim of this 
work was to determine glucose, glycated hemoglobin and insulin blood levels, and to conduct the insulin 
resistance test in rats under consumption of high calorie diet. 

The study was performed on white nonlinear rats with an initial weight of 90-100 g. During the first week, all 
rats received standard food «Purina rodent chow» and water ad libitum. On the 8th day animals were randomly 
divided into 2 groups. Animals of the control group for 10 weeks received standard food, experimental group were 
on a hypercaloric diet. The concentration of whole blood glucose was determined by the device “HLYUKOFOT-II” 
(Ukraine) according to its instructions. Blood glycated hemoglobin concentration was measured 
spectrophotometrically using kits of reagents produced by Lachema® (Russia). Serum insulin levels were 
determined using ELISA. To confirm the condition of insulin resistance in experimental animals an insulin-
tolerance test with own modifications was conducted. 

Studies showed an increase of glucose blood level at the 10-th week of hypercaloric diet in 1.7 times 
compared with the control group. Concentration of glycated hemoglobin increased by 3 times compared with the 
group of animals that consumed a standard meal. Insulin levels in serum increased by 2.4 times compared with 
the control group of animals. Insulin-tolerance test showed slowing glucose uptake by insulin in animals that 
consumed a high-calorie diet. 

Thus, the study shows the development of a prediabetic state in rats which were fed a high-calorie diet, as 
evidenced by increasing concentrations of glucose and glycated hemoglobin and development of insulin 
resistance, resulting in decreased sensitivity of peripheral tissues to insulin action and increasing by 
compensatory mechanisms, concentration of insulin in blood.  
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В современной биологии и медицине постоянно осуществляется поиск путей безопасного и 
эффективного применения анальгетиков. Большинство анальгетиков, в том числе и широко применяемые 
эталонные препараты аспирин и анальгин в стандартных дозах (СД), на фоне положительного 
аналгетического действия проявляют ряд побочных эффектов. Одним из приемов безопасного 
применения анальгетиков можно считать их использование в сверхмалых дозах (СМД), в которых 
препараты способны оказывать биологическое действие, однако снижается риск развития их побочных 
эффектов. Учитывая то, что характер проявления эффектов и их диапазон для каждого препарата сугубо 
индивидуален, целью данной работы было сравнение противоболевой активности аспирина и анальгина в 
стандартных и сверхмалых дозах. 

Исследования были выполнены на 11 группах белых беспородных крыс-самцов массой 200-250 г (10 
особей в каждой группе). Растворы аспирина и анальгина вводили крысам внутрибрюшинно однократно в 
объеме 0,2 мл в СД (аспирин – 40 и 15 мг/кг и анальгин – 100 и 5 мг/кг), а в СМД оба агента инъецировали 
в дозах 10-8, 10-10 и 10-13 мг/кг. Крысам контрольной группы вводили по 0,2 мл физиологического раствора. 
Болевые реакции крыс оценивали по стандартным тестам, позволяющим судить о противоболевых 
эффектах веществ на спинальном уровне (тест «горячая вода»), супраспинальном уровне (тест «горячая 
пластина») и обеих уровнях сразу (тест «электростимуляция»). В условиях теста «горячая вода» и 
«горячая пластина» измеряли латентный период болевой реакции (ЛПБР), а в тесте «электростимуляция» 
– болевой порог (БП), показателем которого было напряжение тока (V), при котором наблюдалась реакция 
животного на болевое раздражение: отдергивание конечности, подскок или вокализация. 

В тесте «горячая вода» аспирин и анальгин в CД (40 и 100 мг/кг) по сравнению с контролем (р ≤ 0,05) 
увеличивали ЛПБР у крыс на 20 и 40 % соответственно, что указывает на уменьшение болевой 
чувствительности у крыс при действии указанных анальгетиков. В меньшей СД (15 мг/кг) аспирин 
относительно контроля достоверно не изменял ЛПБР, а анальгин (5 мг/кг), наоборот, увеличивал ЛПБР на 
28 % (р ≤ 0,05) что указывает на эффективность противоболевого действия анальгина даже при 
уменьшении его дозы. Под влиянием аспирина и анальгина в СМД (10-8, 10-10, 10-13 мг/кг) ЛПБР по 
сравнению с контролем (р ≤ 0,05) увеличивался на 140, 130, 145 % и на 30, 34, 45 % соответственно. 
Полученные результаты указывают на проявление различных по  степени выраженности противоболевых 
эффектов аспирина и анальгина в СМД. Следовательно, использование аспирина в СМД более 
эффективно по сравнению с анальгином для уменьшения боли с участием спинальных структур нервной 
системы. 

В тесте «горячая пластина» аспирин в СД (40 и 15 мг/кг) по сравнению с контролем (р ≤ 0,05) 
увеличивал ЛПБР у крыс на 200 и 110 % соответственно, тогда как анальгин в СД достоверно не изменял 
ЛПБР. Полученные результаты характеризуют аспирин в этих дозах как аналгетик. При действии аспирина 
и анальгина в СМД (10-8, 10-10, 10-13 мг/кг) наблюдалось достоверное (р ≤ 0,05) увеличение ЛПБР крыс в 
случае аспирина только в дозе 10-8 мг/кг на 130%, а анальгина – во всех CМД на 79, 82, 100 % 
соответственно. Это говорит о прямо пропорционально возрастающем со снижением дозы 
противоболевом эффекте анальгина в СМД и наличии «пика активности» у аспирина в дозе 10-8 мг/кг. 
Следовательно, в этом тесте аспирин в СД эффективнее снижает боль, чем анальгин в СД, а в СМД 
обнаружен различный характер дозозависимости противоболевых эффектов аспирина и анальгина на 
супраспинальном уровне регуляции болевой чувствительности.  

В тесте «электростимуляция» аспирин и анальгин в CД (40 и 100 мг/кг) увеличивали (р ≤ 0,05) БП у 
крыс на 21 и 67 % по сравнению с контролем соответственно, что указывает на уменьшение болевой 
чувствительности крыс при действии обоих анальгетиков. В дозе 15 мг/кг аспирин не вызывал 
достоверных изменений БП,  а анальгин в дозе 5 мг/кг по сравнению с контролем увеличивал этот 
показатель на 17 %, что указывает на проявление противоболевого действия анальгина даже при 
уменьшении его дозы. Аспирин и анальгин в СМД (10-8, 10-10, 10-13 мг/кг) увеличивали БП по сравнению с 
контролем (р ≤ 0,05) на 48, 60, 72 % и на 80, 104, 130 % соответственно. Эти результаты подтверждают 
проявление противоболевого действия анальгина и аспирина не только в СД, но и в СМД. При этом в 
модели боли с участием спинального и супраспинального уровней её регуляции анальгин как в СД, так и в 
СМД снижает болевую чувствительность животных эффективнее, чем аспирин.  

Из вышеизложенных результатов следует, что аспирин и анальгин проявляют противоболевую 
активность не только в СД, но и в СМД. При этом противоболевое действие аспирина в СД реализуется 
преимущественно на супраспинальном уровне регуляции боли, а анальгина – спинальном. В СМД, 
наоборот, противоболевое действие аспирина реализуется на спинальном уровне, а анальгина – на 
супраспинальном. Получены основания для клинического изучения противоболевых эффектов аспирина и 
анальгина в СМД и их механизма. 
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In modern biology and medicine is constantly finding ways of safing and effective using of analgesics. Most of 

analgesics, including commonly used reference preparations analgin and aspirin in the standard dose (RD) 
against the background positive analgesic action are showing side effects. One technique of safe analgesics 
using can be considered their application in ultralow doses (ULD) in which drugs are able to exert a biological 
effect, but reduced risk of development side effects. Having regard, that nature of manifestation effects and their 
range for each drug are individual, purpose of this study was to compare the analgesic activity of aspirin and 
analgin in standard and ultra-low doses.  

Investigations were performing on 11 groups of white mongrel male rats weighing 200-250 g (10 animals in 
each group). Semelincident intraperitoneal introduction of aspirin and analgin solutions were carrying out in a 
volume 0.2 ml in SD (aspirin - 40 and 15 mg/kg, analgin - 100 and 5 mg / kg). In ULD both agents was injected at 
doses 10-8, 10-10 and 10-13 mg/kg. To rats of control group were injected 0.2 ml of saline. Pain responses of rats 
was assessed by standardized tests, judging about analgesic effects of substances on the spinal level (test "hot 
water"), supraspinal level (test "hot plate"), and two levels at once (test "electrostimulation"). In a test "hot water" 
and "hot plate" we were measuring a latency of pain response (LPR), and in the test "electrostimulation"  the 
threshold of pain (TP) in which was measuring  the voltage (V), in which the observed reaction of the animal to 
pain irritation: kicking limbs, jump or vocalization. 

In the test "hot water" aspirin and analgin in SD (40 and 100 mg/kg) were increasing LPR rats by 20 and 40 % 
compared to control (p ≤ 0,05), respectively. This indicating decreasing pain sensitivity in rats at the action these 
analgesics. At smaller SD (15 mg / kg) versus control aspirin was not significantly changed LPR. Analgin (5 mg / 
kg), on the contrary, was increasing LPR by 28% (p ≤ 0,05). This indicates on efficiency analgesic action of 
analgin even when reducing his dose. Under the influence of aspirin and analgin in ULD (10-8, 10-10, 10-13 mg/kg) 
compared to control LPR was increasing (p ≤ 0,05) by 140, 130, 145% and 30, 34, 45 % respectively. The results 
indicate the manifestation of different degree of analgesic effects of aspirin and analgin in the ULD. Consequently, 
the usage of aspirin in ULD more efficiently compared with analgin to reduce pain involving spinal structures of 
nervous system. 

In the test "hot plate" aspirin in SD (40 and 15 mg/kg) compared to control (p ≤ 0,05) LPR of rats increased by 
200 and 110%, respectively, whereas analgin in SD not significantly had changed LPR. These results 
characterize aspirin in these doses as an analgesic. At the action of aspirin and analgin in SMD (10-8, 10-10, 10-13 
mg/kg) was shown a significant (p ≤ 0,05) increase LPR of rats only in the case dose aspirin 10-8 mg/kg by 130 % 
and in the case of analgin in all USD by 79, 82 and 100 %, respectively. It speaks about reduction analgesic effect 
of analgin in the USD proportional with increasing dose and presence a "peak activity" of aspirin at a dose of 10-8 
mg/kg. Therefore, in this test aspirin in SD effectively reduces pain than analgin in SD. In ULD found different 
character of dose dependence analgesic effects aspirin and analgin on supraspinal level of pain sensivity. 

In test "electrostimulation" aspirin and analgin in SD (40 and 100 mg/kg) was increased (p ≤ 0,05) TP of rats 
by 21 and 67% compared with the control, respectively. This indicating a decrease in pain sensitivity of rats under 
the action  both analgesics. In a dose of 15 mg / kg aspirin did not caused significant changes BP. In a dose of 5 
mg/kg analgin compared with the control increased this figure by 17 %, that indicating about efficiency of analgin 
antipain action even with a decrease in the dose. Aspirin and analgin in ULD (10-8, 10-10, 10-13 mg/kg) increased 
TP compared to controls (p ≤ 0,05) by 48, 60, 72 % and 80, 104, 130 % respectively. These results confirm the 
efficiency of analgesic action aspirin and analgin not only in SD, but also in ULD. At that, in the model of pain 
involving spinal and supraspinal levels regulation of pain analgin both SD and ULD is reducing pain sensitivity 
animals better than aspirin. 

From the above results, that the aspirin and analgin showed analgesic activity not only in SD, but also in ULD. 
In this case, the analgesic effect of aspirin in SD is implemented primarily at the supraspinal level of pain control 
and ahalgin - at the spinal. In SMD, on the contrary, the analgesic effect of aspirin is implemented at the spinal 
level of pain control, and analgin - at the supraspinal. We obtain a basis for the clinical study the analgesic effects 
of aspirin and analgin in SMD and their mechanism. 
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Сегодня одним из распространенных факторов неблагоприятного воздействия на организм является 
алкоголь. В основе развития этого заболевания лежат глубокие изменения метаболизма, которые 
приводят к нарушениям биогенеза, структуры и функции клеток различных органов и систем человека. 
Наряду с большим количеством работ, касающихся определения механизмов биологического действия 
этанола, отдельные стороны его влияния на организм человека и животных являются недостаточно 
изученными, а установленные факты противоречивыми. Поскольку известно, что в условиях хронической 
алкогольной интоксикации наблюдается дефицит цинка в ряде органов, с целью коррекции указанных 
нарушений используют соли, среди которых низкой токсичностью характеризуется ацетат цинка [1]. 

Поскольку при хроническом потреблении этанола важное значение приобретает дополнительный путь 
его метаболизма, а именно – система микросомального окисления, нами было исследовано влияние 
ацетата цинка на содержание цитохрома Р450 в гепатоцитах крыс. Известно, что именно индукция 
определенных изоформ цитохрома Р450 (2E1 и 3А4) в условиях развития хронической алкогольной 
интоксикации ускоряет окисление этанола на 50-70%, что приводит к гипертрофии эндоплазматического 
ретикулума печени с одной стороны и дестабилизации и разрушению плазматических мембран 
гепатоцитов с другой [2]. 

Исследования проводили на самцах белых лабораторных нелинейных крыс с начальной массой 160 г, 
которые содержались на стандартном рационе вивария со свободным доступом к воде. Животные были 
разделены на 3 группы. 1-я группа – контрольные животные, 2-я группа – крысы с хронической 
алкогольной интоксикацией, которая вызывалась путем внутрижелудочного введения 30% этилового 
спирта из расчета 2 мл на 100 г массы животного на протяжении 21 дня [3]; 3-я группа – крысы с 
хронической алкогольной интоксикацией, которым дополнительно вводили ацетат цинка в дозе 0,2 г на 
100 г массы животного [4]. Содержание цитохрома Р450 выражали в нмоль на мг белка [5]. Статистическую 
обработку результатов проводили с использованием t-критерия Стьюдента при Р <0,05. 

Нами показано, что содержание цитохрома Р450 в условиях развития хронической алкогольной 
интоксикации росло постепенно в течение всего срока эксперимента. В дальнейшем это могло привести к 
накоплению свободных радикалов как вторичных продуктов этой монооксигеназной реакции. При 
применении ацетата цинка на фоне хронического действия этанола на более ранних этапах исследования 
(4, 7, 11 сутки) содержание цитохрома Р450 достоверно не отличалось от значений, которые были 
определены у животных при введении только этанола. На 16 сутки эксперимента при применении ацетата 
цинка в условиях развития хронической алкогольной интоксикации содержание цитохрома Р450 
постепенно снижалось, а на 21 сутки исследования приближалось к контрольным значениям. 

Таким образом, нами показано постепенное увеличение содержания цитохрома Р450 в гепатоцитах 
крыс на всех этапах развития хронической алкогольной интоксикации. Введение ацетата цинка на поздних 
этапах исследования приводило к нормализации значений исследованного метаболита. 
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Alcohol is the most common bad influence on organism. Alcoholism is accompanied by deep metabolic 
changes which cause biogenesis abnormality, dysfunction and changing in cells and their structures. Despite 
number of articles, which describe mechanisms of ethanol biological action, certain sides of its influence on the 
human and animal organisms resemble unexplored, and established facts are controversial. There are some facts 
about the lack of zinc during alcoholic intoxication in different organs. This is the reason to use salts of zinc to 
prevent bad influences of alcohol on organism. Zinc acetate was used as it is characterized by low toxicity level [1]. 

Mycrosomal system of alcohol metabolism is known to be activated during chronicle alcoholic intoxication, 
that’s why we decided to study the zinc acetate influence on cytochrome P450 content in rat hepatocytes.  The 
induction of definite isoforms of cytochrome P450 are known as accelerators of ethanol oxidation (increase by 50-
70 per cent). It causes hypertrophy of liver endoplasmic reticulum and damage of hepatocyte membranes[2]. 

The research was conducted on white male nonlinear rats with initial weight of 160 g, which were kept on 
standard diet with free access to water. The animals were divided into three groups. First group was control 
animals, second group – rats with chronic alcohol intoxication induced by intragastric injection of 30% ethanol 
(2ml per 100g body weight during 21 days). The third group was rats with chronic alcohol intoxication that were 
additionally injected with zinc acetate (0.2g on 100g body weight) [4]. CytochromeP450 content was represented 
into nmole per mg of protein [5]. The results were statistically processed applying Student’s t-criterion (P<0.05). 

We demonstrated that CytochromeP450 content in condition of chronic alcohol intoxication progress 
increased gradually throughout the whole period of experiment. That could follow accumulation of free radicals as 
monooxygenase reaction secondary products. On initial steps of the research (4, 7, 11 days) the content of 
cytochrome P450 didn’t differ significantly applying zinc acetate in condition of chronic ethanol influence from the 
values derived from animals injected with ethanol only. On 16-th day of the experiment CytochromeP450 content 
decreased gradually applying zinc acetate in condition of chronic alcohol intoxication progress. On 21 day of the 
experiment the values approached the control ones. 

Thus, we shown gradual increase of cytochrome P450 level in rats hepatocytes during all the periods of 
alcohol intoxication. Introduction of zinc acetate causes normalisation cytochrome P450 level . 
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Викликані цитостатичними препаратами нефропатії належать до серйозних ускладнень, що обмежують 
ефективну терапію онкозахворювань. АТФ-конкурентний інгібітор тирозинкіназ - похідне малеіміду 1-(4-Cl-
бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон (МІ-1) є потенційною протипухлинною сполукою, що 
зменшує кількість пухлин та загальну площу ураження у щурів при канцерогенезі товстого кишечника [1]. 
Низька токсичність сполуки є хорошим аргументом на користь її подальшого дослідження з метою 
терапевтичного застосування. Однак, у морфологічних дослідженнях була виявлена нефротоксичність МІ-
1 після 30-добового застосування [2]. Тому метою даного дослідження стало виявлення особливостей 
впливу МІ-1 на життєздатність та апоптоз-індуковану загибель епітеліоцитів проксимальних та дистальних 
канальців нирок для встановлення можливих механізмів його нефротоксичності.  

Сегменти ниркових канальців мишей C57BL/6 та первинні епітеліоцити проксимальних і дистальних 
канальців нирок виділяли за методикою [3]. Епітеліоцити інкубували з 1 і 10 мкмоль/л МІ-1 протягом 4 та 24 
годин, канальцеві сегменти протягом 2 годин. Для Вестерн блотинг аналізу були відібрані зразки білків, у 
яких визначали експресію загальної ERK1/2 (tERK1/2) та її фосфорильованої форми (pERK1/2). Рівні 
експресії pERK1/2 були нормалізовані до tERK1/2. Визначення життєздатності клітин проводили за 
допомогою колориметричного методу з використанням 3,4,5-диметилтіазол-2-іл-2,5-дифеніл-тетразоліум 
бромід (МТТ)-тесту. Апоптоз клітин вивчали за допомогою проточної цитометрії після фарбування клітин 
специфічними антитілами з флюоресцентною міткою до анексину V.  

За допомогою МТТ-тесту встановлено, що рівень виживання епітеліоцитів проксимальних канальців 
після 4 годин впливу МІ-1 становить 90%, після 24 годин - 75%. Аналогічні показники для епітеліоцитів 
дистальних канальців складали, відповідно, 70% і 90 %. При вивченні апоптозу кількість життєздатних 
епітеліоцитів проксимальних канальців зменшується лише на 5% за рахунок збільшення клітин у ранній 
стадії апоптозу. МІ-1 у концентрації 10 мкмоль/л викликає зменшення кількості життєздатних епітеліоцитів 
дистальних канальців з 87% у контролі до 60%, трикратне збільшення клітин в ранній та пізній фазах 
апоптозу. Отримані дані свідчать про більшу резистентність до сполуки МІ-1 проксимальних епітеліоцитів 
порівняно з епітеліоцитами дистальних канальців. Вища токсичність МІ-1 по відношенню до епітеліоцитів 
дистальних канальців пов’язана з загибеллю клітин шляхом апоптозу.  

Збільшення експресії рERK1/2 є індикатором потенційної нефротоксичності чинника, а інгібування 
фосфорилювання ERK1/2 розглядається як нова терапевтична стратегія для попередження 
нефротоксичності ліків [4]. В наших дослідженнях з використанням органної культури тканини нирок 
мишей, встановлено, що після 2 годин інкубації з МІ-1 в обох концентраціях вміст tERK1/2 та pERK1/2 
суттєво не змінюється. Однак, в проксимальних канальцях вміст tERK1/2 після інкубації з МІ-1 в 
концентрації 10 мкмоль/л зростає в 2,6 рази порівняно з контролем, а в дистальних канальцях майже не 
змінюється. Вміст фосфорильованої форми ERK1/2 в проксимальних канальцях після інкубації з МІ-1 
зростає на 25%, в дистальних – на 50% порівняно з контрольним рівнем. Подальша нормалізація вмісту 
pERK до tERK дозволила встановити зниження цього показника в проксимальних канальцях 
(pERK1/2/tERK1/2=48±10%) та його збільшення в дистальних канальцях (pERK1/2/tERK1/2=166.7±12%). 

Збільшення вмісту рERK1/2 в дистальних канальцях під впливом МІ-1 вказує на можливу токсичність 
сполуки по відношенню до тубулярного апарату нирок. З іншого боку відомо, що кіназа ERK1/2 відіграє 
провідну роль у виживанні епітеліоцитів тубулярного апарату в умовах оксидативного стресу [5]. 
Збільшення загальної кількості ERK1/2 в проксимальних канальцях під впливом МІ-1 може бути 
позитивним в умовах канцерогенезу, коли тканини знаходяться в умовах порушення оксидантно-
антиоксидантної рівноваги.  

Таким чином, МІ-1 є цитотоксичним по відношенню до епітеліоцитів дистальних канальців нирок. До 
механізмів цитотоксичності МІ-1 залучений апоптоз-індукований шлях загибелі клітин. Одним з можливих 
механізмів нефротоксичності МІ-1 по відношенню до дистальних канальців є підсилення фосфорилювання 
ERK1/2, що може призводити до апоптозу епітеліоцитів. В цілому низька нефротоксичність сполуки МІ-1 
свідчить про перспективність подальших її досліджень з метою застосування у терапії онкозахворювань. 
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Nephropathy associated with cytotoxic drugs use is one of the most serious complications that limit the 
effective therapy of cancers. ATP-competitive inhibitor of tyrosine kinases maleimide derivative 1-(4-Cl-benzyl)-3-
Cl-4-(CF3-fenilamino)-1H-pyrrole-2,5-dione (MI-1) is a potential anticancer compound that reduces number of 
tumors and the total damaged area in the rat colon carcinogenesis [1]. Low toxicity of MI-1 for normal tissues is a 
good argument for its further research and therapeutic application. However, nephrotoxicity of MI-1 was 
determined in morphological studies after 30-days administration [2]. Therefore, the purpose of this study is to 
identify peculiarities of the influence of MI-1 on the viability and apoptosis induced death of epithelial cells of the 
proximal and distal renal tubules to establish the possible mechanisms of its nephrotoxicity. 

Segments of renal tubules of mice C57BL/6 and primary epithelial proximal and distal tubule cells were 
isolated according to [3]. Epithelial cells were incubated with 1 and 10 µM MI-1 for 4 and 24 hours, tubule 
segments for 2 hours. Protein samples for Western blotting analysis were collected. The expression of total-
ERK1/2 (tERK1/2) and its phosphorylated form (pERK1/2) were determined. Expression levels of pERK1/2 were 
normalized to tERK1/2 protein expression. The cell viability experiments were performed using the colorimetric 
method 3,4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazoliumbromide (MTT)-test. Study of apoptosis was performed 
by flow cytometry after cells staining with fluorescent labelled specific antibodies to annexin V. 

Results obtained in MTT-test revealed that the percentage of viable epithelial cells of proximal tubules after 4 
hours of exposure to MI-1 was 90% and about 75% after 24 hours. For the distal tubules the percentage of viable 
cells was 70% after 4 hours and 90% after 24 hours of administration. It was shown in apoptosis studies that the 
amount of viable cells from the proximal tubules decreased only by 5% due to the increase of cells in the early 
phase of apoptosis. The concentration 10 µM of MI-1 causes a decrease in the amount of viable cells from the 
distal tubules to 60% (control - 87%), three-fold increase in cells in each early and late phases of apoptosis. 
These data suggest that the proximal epithelial cells are more resistant to MI-1 compared with the distal epithelial 
cells. MI-1-induced renal toxicity to the distal epithelial cells may be associated with apoptotic cell death. 

The increase of pERK1/2 expression indicates potential nephrotoxicity of a compound. Furthermore, 
inhibition of phosphorylation of ERK1/2 is considered as the new therapeutic strategy to prevent drug 
nephrotoxicity [4]. Using organ culture of murine renal tissue it was found that expressions of tERK1/2 and 
pERK1/2 were not significantly altered after 2 hours of incubation with MI-1 in both concentrations. However, 
expression of tERK1/2 in proximal tubules was increased by 2.6 times compared with control after incubation with 
10 µM MI-1 and was not altered in the distal tubules. Expression of pERK1/2 increases by 25% in the proximal 
tubules after incubation with MI-1 and by 50% in the distal tubules compared with the control levels. Further 
normalization of pERK to tERK allowed to determine that this measure is decreased in the proximal tubules 
(pERK1/2/tERK1/2=48±10%) and increased in the distal tubules (pERK1/2/tERK1/2=166.7±12%). 

The increase of pERK1/2 in the distal tubules after administration with MI-1 indicates the possible toxicity of 
the compound to renal tubular apparatus. On the other hand, it is known that the kinase ERK1/2 plays a pivotal 
role in the survival of renal tubular cells in oxidative stress [5]. The increase in total ERK1/2 in the proximal 
tubules under the influence of MI-1 can be positive in case of carcinogenesis, when the tissues are in a state of 
the disturbance of oxidant antioxidant equilibrium.  

Thus, MI-1 is cytotoxic to epithelial cells of the distal renal tubules. Apoptotic cell death is involved in 
mechanisms of MI-1 nephrotoxicity. One of the possible mechanisms of nephrotoxicity MI-1 to the distal tubules is 
to enhance the phosphorylation of ERK1/2, which can lead to apoptosis of epithelial cells. In general, low 
nephrotoxicity of MI-1 is an argument for further research in order to use it in anticancer therapy.  
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Многогранное действие фитоадаптогенов на организм вызывает благоприятную перестройку 

клеточного метаболизма, гармонизирует ЦНС, эндокринную систему, меняет чувствительность клеточных 
рецепторов к действию нейромедиаторов и гормонов, воздействует на мембраны, влияя на их структурное 
состояние, взаимодействие их основных компонентов – белков и липидов, повышая, тем самым, 
стабильность клеточных мембран, меняя их селективную проницаемость. Проникая в клетку адаптогены 
активируют систему разложения чужеродных соединений и пополняют фонд ферментов 
антиокислительной защиты организма, могут легко подвергаться обратимому окислению – 
восстановлению, обладают антиоксидантными свойствами. Нами накоплен разнообразный 
положительный опыт использования фитококтейлей(«ФК-Э» и «ФК-РС»)  из растительных адаптогенов 
различных формул, сочетающих в различных пропорциях настойки элеутерококка колючего, родиолы 
розовой, солодки голой, аралии мальчжурскойи девясила высокого, в целях иммунореабилитации, 
повышения физической и умственной работоспособности, повышения емкости хроноадаптации, 
профилактики переутомления, коррекции десинхронозов у спортсменов и рабочих, восстановления 
временной организации большинства ритмов психофизиологических функций у студентов-медиков 
впостэкзаменационный период, в клинике (травматология, стоматология, гастроэнтерология); в 
экспериментальной комбустиологии [1,2,3]. Успешные разнообразные медико-биологические эффекты 
обеспечиваются регуляторными саногенетическими механизмами выздоровления, устраняющими 
дизрегуляционные нарушения за счет центральных этажей управления функциями физиологических 
систем. Учитывая данные литературы и наш положительный опыт применения фитоадаптогенов, знание 
механизмов их лечебных эффектов на систему гемостаза, микроциркуляторные нарушения [4] и 
патогенную микрофлору в биотопах различных локализаций, разработали новые хронотерапевтические 
схемы лечения генерализованного хронического парадонтита (ГХП) и осложнений после удаления зубов 
(ОУЗ) (альвеолиты и луночконые кровотечения), применение фитотерапии (фитококтейли «ФК-Э» и «ФК-
РС»), которым провели оценку уровней здоровья хрономедицинскими методами. Групповой хроноанализ 
выявил существенные нарушения временной организации жизненно важных функций: интегральных 
ритмов показателей физиологических систем, а в некоторых случаях - все, недостоверны; резко снижена 
доля циркадианных периодических частот, нарушены их амплитудно-фазовые характеристики.При 
организации хронотерапии ОУЗ и ГХП мы учитывали положение акрофаз маркерных ритмов в случае их 
достоверности или хронотип пациентов, если в ходе развития стоматологического десинхроноза ритмы 
разрушались.Мы провели хронокоррекцию нарушений биоритмов пациентов с десинхронозами методами 
активной хроноадаптации, учитывая хронотип обследуемых, методами активной хроноадаптацией, 
используя различные коктейли авторских прописей из адаптогенов местного произрастания «ФК-Э» и «ФК-
РС». Последующие наблюдения в ходе лечения убедительно показали, что у пациентов с ГХП и ОУЗ в 
ходе хронотерапии скорость и качество восстановления ВОФФ выше (достоверные ритмы – 54,2%), чем у 
больных (недостоверные ритмы – 49,6%), находившихся на общепринятом лечении. Нормализовались 
амплитуды, уменьшилась зона блуждания акрофаз в 25  случаев, восстановилась «индивидуальная 
минута», что свидетельствует о достижении успешной адаптации. Таким образом, при использовании 
новых технологий  активной хроноадаптации восстановилась временная организация основных систем 
жизнеобеспечения, что  бесспорно повышает качество индивидуального и уровень здоровья и позволяет 
рекомендовать эти технологии к использованию в организации защиты и рекреации здоровья населения. 
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Many sided action of phytoadaptogens on the organism causes favourable reconstruction of cellular 
metabolism, harmonizes CNS, endocrine system, changes sensibility of cellular receptors to the action of 
neuromediaators and hormones, influences on the membranes, influencing on its structural state, interation of its 
structural state, interation of its main components – proteins and lipids, increasing, meanwhile, the stability of 
cellular membranes, changing their selective permeability. Penetrationg into the cell, adaptogens activate 
decomposition system of alien contacts and gill up the enzyme fund with antioxidative organism protection, can 
easily undergo the reversible oxidation – restoration, obtain antioxidant properties. We accumulate various 
positive experience of cocktail use (phytococktails “PhC-E” and “PhC-RG”) from the vegetative adaptogens of 
diggerent formulas combiming indifferent proportions of tincturas of Eleutherococcussenticosus, Rhodiolarosea, 
Glycyrrhizaglabra, Aralia mandschuricaahdInulahelenium with the purpose of immumorehabilitation, the increase 
of physical and mental working capacity, the increase of chronoadaptation volume, overfatigue prophylaxis, 
desynchronoses correction in sportsmen and workers, the restoration of the temporal arganization of the most 
rhythms of prychophysiologic functions in medical students during postexamination period, in clinic (traumarology, 
stomatology, gastroenterololy), in the experimental combustiology[1,2,3]. The  successful various medico-biologic 
effects are provided with regular sanogeneticmechanisms of restoration, removing the disregulational 
impairments at the expense of central stages of control of the functions of physiologic systems. Taking into 
account the literature data and our positive experience of phytoadaptogen use, the knowledge of mechanisms of 
their medical effects on the hemoztasis system[4], microcirculatory impairments and pathogenic microflora in the 
biotops of different localizations, we developed new chronotherapeutic scheme of treatment of the generalized 
chronic paradontitis (GChP) and the complications after the teeth axtraction (CTE) (alveolitis and lunula bleeding), 
phytotherapy use (phytococtails “PhC-E” and “PhC-RG”), and carried on the estimation of health levels according 
to the  chronomedical methods. The group chronoanalysis revealed the assential impairments of the temporal 
organization of vitally important functions: integral rhythms of physiologic system indices and in some cases – 
everything, unreliable, sharply decreased the portion of circadian periodic frequencies, their amplitude – phase 
characteristic is impaired. While the organization of GChP and CTE chronotherapy we took into account the 
position of acrophases of marker rhythms while theis reliability or the patients chronotype, if while the 
development of the stomatologicdesynchronosis the rhythms were broken. We carried on the chronocorrection of 
patients biorhythms impairments with the desynchronosis according to the methods of active chronoadaptation, 
taking into account the chronotype of the examined ones, according to the active chronodaptation methods, using 
different cocktails by authors prescriptions from the adaptogen of local growth (“PhC-E” and “PhC-RG”). The 
following observation during the treatment convincingly showed? That in patients with GChP and CTE while the 
chronotherapy, the speed and the quality of TOPhF restoration are higher (reliable rhythms – 54,2%), than in 
patients (unreli able rhythms – 49,6%), having been on the generally accepted treatment. The amplitudes 
normalized, the area of acrophases wandering decreased in 25% cases, “the individual minute” restored, and it 
shows the achievement of the successful adaptation. Thus, while the use of new technologies of active 
chronoadaptation, the temporal organization of the main systems of life support restored, and it absolutely 
increases the quality and the level of individual health and allows to recommend these technologies to use in the 
organization of the protection and recreation of population health. 
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Глюкокортикоїди займають одне з провідних місць у протизапальній терапії. Однак їх використання має 

ряд побічних ефектів, серед яких найбільш характерним є глюкокортикоїдний остеопороз. Порушення 
мінерального обміну та стану кісткової тканини за глюкокортикоїдної терапії можуть бути обумовлені 
пригніченням метаболізму вітаміну D3, зокрема процесів його гідроксилювання з утворенням 25ОНD3. 
Гідроксилювання холекальциферолу в С25 положенні забезпечується двома ізоформами вітамін D3 25-
гідроксилази (CYP2R1 і CYP27A1) гепатоцитів. Зниження інтенсивності процесів гідроксилювання в 
гепатоцитах є передумовою недостатньої забезпеченості організму біологічно-активними формами 
холекальциферолу.  

Метою роботи було дослідити вплив синтетичного глюкокортикоїду преднізолону на процеси 
гідроксилювання вітаміну D3 у гепатоцитах за участю CYP27A1 та  CYP2R1.  

Дослідним тваринам (щури-самки лінії Wistar масою 100±5г) перорально вводили преднізолон (0,5 
мг/100 г) щоденно протягом 30 днів. Рівень кальцію, неорганічного фосфату, активність лужної фосфатази 
та її кісткового ізоензиму у сироватці крові визначали за допомогою біо-тест наборів (Lachema, Чехія). 
Вміст 25OHD3 у сироватці крові визначали методом імуноензимного аналізу (25-Hydroxy Vitamin D EIA, IDS, 
США). Активність вітамін D3 25-гідроксилази визначали in vitro у гепатоцитах методом радіоконкурентного 
зв’язування [3Н]-25ОНD3 (5 мкКі/ммоль, PerkinElmer, Німеччина). Дослідження субклітинного розподілу 
включеного у гепатоцити холекальциферолу проводили з використанням [3Н]-вітаміну D3 (14 Кі/ммоль, 
Amersham, Велика Британія). Вестерн-блот аналіз протеїнів CYP27A1 та CYP2R1 у тканині печінки – з 
використанням антиCYP27A1, антиCYP2R1 антитіл (Santa Cruz Biotechnology, США).  

Показано, що при введенні преднізолону вміст 25ОНD3 у сироватці крові зменшувався у 3 рази 
порівняно з контролем. За такого рівня 25ОНD3 (31,2 нмоль/л), діагностувалася глибока D-вітамінна 
недостатність, що супроводжувалось вираженою гіпокальціємією, гіпофосфатемією та зростанням 
активності  лужної фосфатази і її кісткового ізоензиму. Такі зміни обумовлювались пригніченням загальної 
вітамін D3 25-гідроксилазної активності гепатоцитів (сумарна активність CYP27A1 - ізоензиму мітохондрій 
та CYP2R1 - ізоензиму ендоплазматичного ретикулуму). Так, за дії преднізолону загальна активність 
вітамін D3 25-гідроксилази знижувалась більш ніж у 2 рази порівняно з контролем. Результати дослідження 
субклітинного розподілу включеного у гепатоцити [3H]-холекальциферолу показали, що більша частина 
мітки акумулюється мікросомами (20,5%) та мітохондріями (40%). Дослідження активності вітамін D3 25-
гідроксилази залежно від концентрації субстрату в межах від 5 мкМ до 150 мкМ продемонстрували 
наявність двох піків: при концентрації субстрату 15 мкМ й 100 мкМ, що відповідає наявності в гепатоцитах 
двох ізоформ ензиму. Отримані за допомогою Вестерн-блот аналізу дані демонструють різницю вмісту 
мітохондріального (CYP27A1) й мікросомального (CYP2R1) ізоензимів вітамін D3 25-гідроксилази 
гепатоцитів у контрольних тварин, а саме низький вміст CYP2R1, порівняно з CYP27A1. Встановлено, що 
за умови введення преднізолону, відбувається чітко виражене зниження вмісту мітохондріального 
ізоензиму на 78% порівяно з контролем. Вміст мікросомального ізоензиму за даних умов зазнає незначного 
зниження порівняно з контролем – на 27%. Можна припустити, що саме CYP2R1 є основним вітамін D3 25-
гідроксилюючим ензимом гепатоцитів за дії преднізолону та виконує компенсаторну роль, яка спрямована 
на підтримання достатнього рівня 25ОНD3 у сироватці крові для прояву фізіологічних функцій вітаміну D3 в 
організмі. 

Таким чином, отримані результати засвідчили, що мітохондріальна і мікросомальна ізоформи вітамін D3 
25-гідроксилази відрізняться за їх тканинним вмістом, активністю та функціонують при різних концентраціях 
субстрату (вітамін D3) в гепатоцитах. Введення преднізолону супроводжується зниженням вмісту CYP27A1 
і CYP2R1 в гепатоцитах, пригніченням загальної активності вітамін D3 25-гідроксилази і помітним 
зниженням рівня 25OHD3 в сироватці крові, що призводить до порушення мінерального обміну. 
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Glucocorticoids are known to be highly effective anti-inflammatory drugs that are widely used in medical 

practice. However, if used at higher doses and chronically, these compounds exhibit several deleterious side 
effects. Among complications caused by glucocorticoid, osteoporosis is recognized as one of the most typical. 
Impairments of mineral metabolism and bone tissue structure associated with glucocorticoid therapy could be 
ascribed to inhibition of vitamin D3 turnover, particularly due to abnormal processes of its hydroxylation and 
25OHD3 formation. Cholecalciferol hydroxylation at C25 position is provided by two isoforms of vitamin D3 25-
hydroxylase (CYP2R1 and CYP27A1) located in hepatocytes. Decreased intensity of vitamin D3 hydroxylation can 
be considered as a possible exlanation for insufficient syntesis of biologically active forms of cholecalciferol and 
lower vitamin D3 status, which probably accompanies glucocorticoid therapy. 

The study was designed to find out the involvement of hepatic vitamin D3 25-hydroxylase isoforms (CYP27A1 
and CYP2R1) in changes of vitamin D3 hydroxylation induced by synthetic glucocorticoid – prednisolone. 

Experimental animals (female Wistar rats weighing 100±5 g) received prednisolone at dose 0.5 mg per 100 g 
of b. w. per os (daily for 30 days). The levels of calcium, inorganic phosphate, activity of alkaline phosphatase and 
its bone isoenzyme in blood serum were determined by using the Bio-test kits (Lachema, Czech Republic). The 
content of 25OHD3 in serum was measured by ELISA (25-Hydroxy Vitamin D EIA, IDS, USA). Vitamin D3 25-
hydroxylase activity was assayed in vitro in isolated hepatocytes by the method of radio-competitive binding of 
[3Н]-25ОНD3 (5 μСi/mmol, PerkinElmer, Germany). Subcellular distribution of cholecalciferol in hepatocytes was 
evaluated using [3H]-vitamin D3 (14 Ci/mmol, Amersham, UK). The levels of CYP27A1 and CYP2R1 in liver tissue 
were measured by Western blot analysis (polyclonal antibodies were from Santa Cruz Biotechnology, USA). 

It has been shown that administration of prednisolone caused considerable (3-fold) reduction of 25OHD3 
content in serum compared to the control. With lowered level of 25OHD3 (31.2 nmol / l), suggesting the 
development of deep vitamin D3 deficiency, severe hypocalcemia, hypophosphatemia and increased activity of 
alkaline phosphatase and its bone isoenzyme were also found. These changes were most likely induced by the 
suppression of the total vitamin D3 25-hydroxilase activity of isolated hepatocytes, that preferentially comprises 
the activity of CYP27A1 (mitochondrial) and CYP2R1 (microsomal) isozymes respectively. Indeed, prednisolone 
administration was accompanied by more then twofold decrease in the total activity of vitamin D3 25-hydroxilase 
compared with the control animals. The study on subcellular distribution of [3H]-cholecalciferol seized by the 
hepatocytes demonstrated that the largest amount of the labeled vitamin was accumulated within the microsomes 
(20.5%) and the mitochondria (40%). The appearance of two peaks of vitamin D3 25-hydroxylase activity was 
revealed at 15 mM and 100 mM concentrations of the substrate that correspond to the presence of two isoforms 
of this enzyme in hepatocytes. The data obtained from Western blot analysis showed a marked difference 
between the contents of mitochondrial (CYP27A1) and microsomal (CYP2R1) isozymes of vitamin D3 25-
hydroxylase in hepatocytes of the control animals. It was found that the level of mitochondrial vitamin D3 25-
hydroxylase isoform (CYP27A1) was significantly higher than microsomal isoform (CYP2R1). In comparison with 
the control animals, prednisone induced a profound (by 78%) decrease in mitochondrial isozyme. The content of 
microsomal isozyme under these conditions was slightly downregulated (by 27%) compared with the control. It 
can be assumed that CYP2R1 is the main target of prednisolone action that plays a compensatory role aimed at 
maintaining adequate serum 25OHD3 and physiological functions of vitamin D3. 

Thus, our results suggest that the mitochondrial and microsomal isoforms of vitamin D3 25-hydroxylase in 
hepatocytes operate at different concentrations of substrate (vitamin D3) and differ significantly with respect to 
their tissue levels and activities. Prednisolone administration is accompanied by a decrease in contents of 
CYP27A1 and CYP2R1 in hepatocytes, inhibition of total vitamin D3 25-hydroxylase activity and marked decline in 
serum 25OHD3, leading to disturbances of mineral metabolism. 
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Каналытранзиентного рецепторного потенциала (TransientReceptorPotential, TRP) 
являютсянеселективнымикатионными  каналами, большинствоизкоторыхпроницаемы для Са2 +. При 
полимодальнойактивациионивызываютвходкальция и деполяризациюмембраны почти вовсех типах 
клеток. TRP каналы- этотетраметры, каждая субъединица которых имеет  6 трансмембранных 
доменов,внутриклеточные N- и C-концы и пороформирующие S5-S6 домены (Clapham, 2011). 

Цельюнашейработыявляетсяколичественныйанализканала TRPC4, которыйотносится к 
классическомуподсемейству TRP и  являетсярецептор-активированнымионным 
каналом.Анализпроводился с помощьюпрограммСlampfit (pClamp 9, MolecularDevices, США) и Origin 8 
(OriginLab, США). Регистрациятоководиночныхканалов проводилась на выделенныхмиоцитах гладких 
мышцморской свинки сиспользованиемусилителяAxopatch 200B (AxonInstuments, Inc., 
США).Сопротивлениепетч-пипетки, сделанныхизборосиликатногокапиллярного стекла 
(WorldPrecisionInstruments, Inc., Sarasota, FL), составляло 1-3 МΩ, 
когдапипеткабылазаполненойвнутриклеточнымраствором (для wholecellконфигурации), и 3-5 МΩ для 
singlechannelконфигурации . Мускариновые токи былиактивированыдобавлением 50 мкМ 
растворакарбохола. 

Построив гистограмы распределенийпродолжительностизакрытых и открытыхсостояний, определили 
наличие несколькихэкспоненциальных компоненткак для открытых, так и для закрытых состояний канала. 
Корелляционный анализ показал, чтоканалскореевсегобудет находиться в 
короткомзакрытомсостоянии,которыйменяется коротким открытым, и наоборот. Перед тем какперейти в 
периоддлительныхоткрытыхсостояний и коротких закрытых, 
присутствуютнесколькобыстрыхоткрытванийканала. 
Далеестроилисьгистограммыдлительностиоткрытогосостояния, затемфитировались 4 экспонентами 
(рис.1). Изэтогоможносделатьвывод, что TRPC4 имеет 4 различныхоткрытыхмикросостояний (Zholos, 
2004) с костантамивремени, которыев среднемравны 0.56, 3.1, 23.8, 109 мссоответственно. 
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Рис. 1. Фитированиегистограмдлительностиоткрытогосостояниясуммой экспонент с константами временивмс и 

процентным вкладом для каждойкомпонентысоответственно: 1- 0.93(0.07) и 36.1(1.86); 2- 9.31(0.11) и 26.8(1.94); 3- 118.1 
(0.13) и 23.5 (2.1); 4- 964.3(0.24) и 11.55(2.08) (в скобках указаны стандартные ошибки). 

 
Дальнейшиеисследованиядолжныуглубитьзнания о кинетикепереходовмеждумикросостояниями этого 

канала, которые в будущеммогутбытьиспользованы в фармакологии для создания препаратов-
модуляторов холинергической сигнализации. 
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Transient receptor potential channels( TRP) are non-selective cation channels, most of which are permeable 
to Ca2+. Polymodal activation of thesechannels  causes calcium influx and membrane depolarization in virtuallyall 
cell types. TRP channels  are tetrameters with each subunit having six transmembrane domains and intracellular 
N-and C-termini. Domains S5-S6 and the P-loop connecting them form the ion conducting pore(Clapham, 2011). 

The main aim of our research is to characterize quantitativelygating of TRPC4 channel, which is the member 
of the  classic  subfamily of TRPs. It belongs to the sub-groupofreceptor-activated ionchannels. The analysis was 
performed using  programs Clampfit (pClamp 9, Molecular Devices, USA) and Origin 8.5 (OriginLab, USA). Single 
channel currents were recorded in the outside-out configurationinisolated smooth muscle myocytes of the guinea 
pig ileum, using the patch-clamp amplifier Axopatch 200B (Axon Instuments, Inc., USA). Patch pipettes, made 
from borosilicate glass  (WorldPrecisionInstruments, Inc., USA), had resistanceof3-5 MΩ when the 
pipettewasfilledwiththe intracellularsolution. Muscarinic cation currents were activated by applying 50 uM 
carbachol solution. 

By constructing  dwell time histograms of the closed and open states and fitting them with the exponential (log 
probability) function using the “Automatic Compare Models” feature at confidence level of 0.95, we identified the 
presence of four exponential components for both the open and closed states of the channel. Correlation 
analysisshowedthat the channelwas likelyto gatebetween adjacent closed and open states of 
inverselyrelateddurations (e.g. short closed state followed by long open state and vice versa). Before jumping into 
a long period of  long open states and short closed states, there were usually a few quick channel openings. 
Dwell time histogram of  open state durationswere fitted with 4 exponentials as shown in Fig. 1. From this we can 
conclude that TRPC4 has 4 different open microstates (Zholos, 2004) with times, which on average are 0.56, 3.1, 
23.8 and 109 ms, respectively. 
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Fig. 1.Open time histogram fitted by the sum of exponential functions with time constants and the percentage contribution of 
each component, respectively: 1 - 0.93 (0.07) and 36.1 (1.86); 2 - 9.31 (0.11) and 8.26 (1.94); 3 - 118.1 (0.13) and 23.5 (2.1); 4 - 
964.3 (0.24) and 11.55 (2.08) (associated standard errors are shownin parentheses). 

 
Further studies should deepen our knowledge about the kinetics of the transitions between the microstates of 

the channel, which in the future can be used for the development of pharmaceuticals, such asmodulators of 
cholinergic signaling in smooth muscles. 
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Ароматерапия – один из самых древних методов лечения, действующим фактором которого являются 

летучие компоненты эфирных масел растений. Терапевтический эффект эфирных масел обусловлен не 
только действием уникальных химических компонентов на тканевом, клеточном, субклеточном уровнях, но 
и восприятием их запаха. Веществам, содержащимся в эфирных маслах не свойственно 
узкоспецифическое действие, потенциал их биологического действия распространяется комплексно. 
Заслуживает особое внимание их нормализующее действие на уровень артериального давления и 
снижение тонического напряжения сосудов головного мозга разного диаметра, что создает перспективы 
применения эфирных масел для профилактики сосудистой дистонии, развития неврозов, гипертонической 
болезни [2]. 

Чтобы эфирные масла могли оказывать на человека лечебно-коррекционное воздействие, растения 
должны иметь в своем составе структуры, которые реагировали бы на воздействие торсионных полей, то 
есть наличие собственных торсионных полей. О высокой биологической активности эфирных масел 
говорит наличие в их составе энзимов. Растение в лице своего энзиматического аппарата имеет 
достаточно возможностей, чтобы превращать самые трудно растворимые соединения в очень хорошо 
растворимые диффундирующие, чтобы переправлять их туда, где есть в них потребность. Возможно, 
такую активность они проявляют и при взаимодействии с организмом человека [3].   

Запахи эфирных масел через обонятельные рецепторы воздействуют на гипоталамо-гипофизарную 
систему, стимулируя высвобождение медиаторов и оказывая действия на психоэмоциональную сферу и 
вегетативную нервную систему. Таким образом, воздействие эфирного масла многогранно и охватывает 
практически все системы организма.  

Доказано, что лечебный эффект эфирных масел связан не только с их запахом, но и с другими 
механизмами воздействия на организм. Попадая в организм человека, биологически активные вещества 
способны изменить его эмоциональное состояние и различные физиологические параметры: ритм 
дыхания, сердцебиений, мышечный и сосудистый тонус, сердечный выброс и уровень течения ряда 
биохимических процессов. На фоне действия запахов изменяется общая активность коры головного мозга 
и его кровообращение [1]. 

В данной работе исследовалось влияние эфирного масла кедра на сердечно-сосудистую систему 
человека. Установлено достоверное гипотензивное действие эфирного масла кедра. Отмечено снижение 
как систолического, так и диастолического давления, Выявлено также статистически достоверное 
снижение частоты сердечных сокращений при проведении процедур ароматерапии. 
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Et is known aromatherapy is one of the most ancient methods of therapy, the effective factor of which are 

volatile components of ethereal oils of plants. The therapeutic effect of ethereal oils is caused not only by the 
action of the unique chemical components at the tissue, cellular, sub-cellular levels, but also the perception of 
their smell. Substances, contained in ethereal oils is not peculiar to narrow specialized operation, but the potential 
of their biological action applies is complex one. Worthy of special attention to their positive effect on the level of 
arterial blood pressure and reduced tonic voltage of brain vessels of different diameter, which creates prospects 
of application of ethereal oils for the prevention of vascular dystonia, development of neurosis, hypertension [2]. 

To ethereal oils can have on the human medical-correctional impact the plant must have in its structure, which 
would react to the influence of torsion fields, that is, the existence of their own torsion fields. The high biological 
activity of ethereal oils says presence in their structure of enzymes. The plant with the help of specific enzymes 
convert soluble compounds in a convenient and direct them to where they are actually. Perhaps, such an activity 
they are and in interaction with a human organism [3]. 

The odors of ethereal oils through the olfactory receptors affect the hypothalamic-hypophysis system, 
stimulating the release of mediators and providing actions on the psychoemotional sphere and the autonomic 
nervous system. Thus, the impact of ethereal oil is multifaceted and covers almost all systems of an organism. 

It is proved that the therapeutic effect of ethereal oils is associated not only with the smell of them, but also 
with other mechanisms of influence on the organism. Getting in to the human organism, biologically active 
substances are able to change his emotional state and various physiological parameters suchas: a rhythm of 
respiration, heart rate, muscle and vascular tone, cardiac capacity, and the level of intensity of a number of 
biochemical processes. Moreower smells actions changes total activity of the cortex of the brain and its blood 
circulation [1]. 

In our work we have investigated the influence of the ethereal oil of cedar on the cardiovascular system of the 
human. It was faound the  hypotensive effect of the ethereal oil of cedar. There was a decrease in both systolic, 
and diastolic blood pressure, also Revealed a statistically significant reduction in the frequency of cardiac 
contractions during the procedures, aromatherapy. 
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Протеинтирозинфосфатази (РТРази) – ключові регулюючі ферменти, що беруть участь в 

дефосфорилюванні тирозинових залишків в білках клітинних сигнальних систем. Зміни активності цих 
ферментів можуть спричинити тяжкі захворювання, такі як рак, неврологічні хвороби, остеопороз, діабет, 
ожиріння та ін. Тому РТРази є перспективними терапевтичними цілями для пошуку інгібіторів здатних 
регулювати їх біологічні функції. 

У нашій роботі  ми використали принципово новий підхід якій полягав у застосуванні цикламу як 
молекулярної платформи для конструювання потенційно біоактивних сполук. Циклам 
(чотирнадцятичленний макроциклічний тетраамін), як відомо, використовується для отримання 
контрастних агентів МРТ. Похідні цикламу також можуть проявляти властивості анти-ВІЛ і протиракову 
активність. Для дизайну інгібіторів PTPs, молекула цикламу була модифікована чотирма фрагментами 
бензоїлдифторметилфосфонової кислоти. 

Експериментальні результати продемонстрували, що тетразаміщений циклам може бути ефективним і 
селективним  інгібітором Т-клітинної протеїнтирозинфосфатази зі значенням ІС50 в наномолярному 
діапазоні. Ігнгібування селективне по відношенню до протеїнтирозинфосфатази 1B. Встановлено, що 
макроциклічна сполука є менш потенційним інгібітором PTP1B зі значенням ІС50, що на порядок вище ніж 
для TC-PTP. Кінетичні дослідження, що проведені з Т-клітинною протеїнтирозинфосфатазою, відповідають 
механізму який включає зв’язування інгібітора в активному центрі ферменту для блокування реакції 
дефосфорилювання субстрату.  

З метою з’ясування способу утворення фермент-інгібіторного комплексу, було застосовано 
молекулярний докінг. Для аналізу можливих моделей використано кристали PTP1B, що мають відкриту і 
закриту WPD петлю (PDB коди: 1NL9 і 2CM8). Результати докінгу показали, що фосфонатні залишки 
інгібітора можуть займати область активного сайту протеїнтирозинфосфатази 1B. Енергія докінгу майже 
однакова для обох форм ферменту. 

Таким чином, представлені тут результати, припускають, що макроциклічні поліаміни є перспективними 
скаффолдами для конструювання ефективних інгібіторів TC-PTP та інших фосфатаз. Фосфонатні похідні 
цикламу, які не гідролізують, можуть розглядатися в якості нових синтетичних біорегуляторів клітинних 
процесів, що контролюються PTPазами.  
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Protein tyrosine phosphatases (PTPs) are key regulatory enzymes involved in dephosphorylation of tyrosine 
residues in proteins of cellular signaling systems. Changes in the enzyme activities can lead to serious diseases 
such as cancer, neurological disease, osteoporosis, diabetes and obesity. Therefore PTPs are promising 
therapeutic targets to search for inhibitors being capable of regulating their biological functions. 

In our work, we employed a new approach which consisted of using cyclam as molecular platform for 
designing the potential bioactive compounds. Cyclam (14-membered tetraamine macrocycle) is known to be 
useful for preparing MRI contrast agents. The cyclam derivatives can also have anti-HIV and anticancer 
properties. To design the inhibitors of PTPs, the cyclam molecule has been modified by four 
benzoyldifluoromethylphosphonic acid fragments. 

Experimental results showed that the tetrasubstituted cyclam can be an effective and selective inhibitor of T-
cell protein tyrosine phosphatase with IC50 value in the nanomolar range. The inhibition seems to be selective in 
comparison with protein tyrosine phosphatase 1B. The macrocyclic compound was found to be a less potent 
inhibitor of PTP1B with IC50 value being approximately one order of magnitude higher than toward TC-PTP. 
Kinetic studies which have been carried out with TC-PTP correspond to the mechanism that involves the inhibitor 
binding in the active site of the enzyme to block the dephosphorylation reaction. 

For elucidating the mode of the enzyme-inhibitor complex formation, the molecular docking calculations were 
carried out on example of PTP1B. To analyse the possible models, the crystals of PTP1B with open and closed 
WPD loop were used (PDB codes: 1NL9 and 2CM8). Docking results revealed that the phosphonate residues of 
the inhibitor can occupy the active site region of protein tyrosine phosphatise 1B.The docking energies are almost 
the same in case of both forms of the enzyme.  

Thus the results reported here suggest that macrocyclic polyamines are promising scaffolds for designing 
effective inhibitors of TC-PTP and other phosphatases, and non-hydrolysable phosphonate derivatives of the 
cyclam may be considered as possible synthetic bioregulators of cellular processes controlled by PTPs. 
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Metal based agents are continuously gaining increasing attention as potential drug candidates or as tools in 

diagnostic applications. Combination of unique intrinsic properties of metal ions and complexes, e.g. redox-
properties, radioactivity, magnetism or reactivity, with the multiplicity of various organic and bioorganic ligands 
afforded an inconceivable number of potential molecules. The known activities of several metal ions in biology 
have stimulated further developments of metal-based therapeutics and diagnostics.  

In this study, we examined antimicrobial activity of a series of manganese (II) complexes which contain phen 
(1,10 phenanthroline), 2,2’-bipyridine and together with o-aba (o-aminobenzoic acid) and ba (benzoic acid) 
ligands {[Mn(phen)2(ClO4)2)], [Mn(phen)3]2(ClO4)(H2CO3), [Mn(2,2’-bipy)2(ClO4)2)], [Mn(2,2’-bipy)3]2(ClO4), [Mn2(o-
aba)2(2,2’-bipy)4]2(ClO4) and [Mn(ba)(phen)2(H2O)](ClO4)2(CH3OH)} which have been synthesized in methanol at 
50 oC and characterized by single crystal X-ray diffraction technique. Seven strains of different genus of bacteria 
causing severe infections in humans were tested by micro broth dilution test to investigate the minimal inhibitory 
concentration (MIC) value of each compound. Staphyloccus aureus, Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis 
and Listeria monocytogenes were found to be more susceptible to many compounds tested than the other 
bacteria. 
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Циклопіазонова кислота відноситься до классу мікотоксинів і синтезується у природі грибами роду 

Aspergillus та Penicillium [1]. Ці гриби відносяться до пліснявих грибів які ростуть на арахісі, кукурудзі, сої та 
насінні олійних культур в умовах помірного клімату. Циклопіазонова кислота (СРА) відноситься до групи 
мікотоксинів, яка має канцерогенні та нейротоксичні властивості. За хімічною природою СРА відноситься 
до індолу тетрамової кислоти ((6aR,11aS,11bR)-10-ацетіл-11-гідрокси-7,7-діметіл-2,6,6a,7,11a,11b-
гексагідро-9H-піроло[1',2':2,3]ізоіндоло[4,5,6-cd]індол-9-один), хімічна формула представлена на рисунку.  

 

 
Відомо, що ця хімічна сполука являється агентом, що впливає на активність Cа2+-АТФази 

ендоплазматичного ретикулуму (SERCA). СРА здатна у низьких концентраціях зворотно блокувати 
активніть SERCA, порушуючи його роботу. В наших дослідженнях за допомогою циклопіазонової кислоти 
була вивчена участь SERCA як окремого внутрішньоклітинного компонента-учасника у кальцієвому 
гомеостазі нейронів мозочку гіпоксіє-толерантного виду риби – карася Carassius gibelio. Для цього 
використовувалися наступні методи. Внутрішньоклітинна концентрація Ca2+ вимірювалася за допомогою 
Ca2+-чутливого барвника Fura-2AM та мікрофлуоресцентного методу вимірювання концентрації вільного 
Ca2+. Нами встановлено, що нейрони мозочку карася мають добре розвинену систему очищення 
цитоплазми від надлишкового Ca2+ в якій приймає участь SERCA-помпа ендоплазматичного ретикулуму. 
Так при виключенні роботи SERCA-помпи за допомогою її селективного блокатору, амплітуда Ca2+-
транзієнтів та вхід Ca2+ в клітину збільшуються на 20100 % по відношенню до контролю в залежності від 
тривалості деполяризації. Припускається, що SERCA нейронів карасів подібно до такої у ссавців суттєво 
впливає на часові та амплітудні характеристики кальцієвих сигналів в нейронах і відіграє значну роль в 
очищення цитоплазми від надлишкового Ca2+ під час функціональної активності клітини. З іншого боку, 
можна константувати, що мікотоксин, циклопіазонова кислота може спричиняти розлад у роботі нейронів 
центральної нервової системи викликаючи перевантаження нейронів кальцієм з подальшими 
апоптотичними явищами. 
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Вивчення процесу біосинтезу еукаріотичних білків в прокаріотичних клітинах зумовлено потребою 
оптимізації процесів біотехнологічного виробництва, розробкою та створенням медичних препаратів 
нового покоління на основі цих білків. З огляду на те, що окремі модулі та мутантні форми тирозил-тРНК 
синтетази ссавців виконують ряд неканонічних функцій [1], а саме проявляють цитокінові властивості, 
стимулюють ангіогенез, хемотаксичну активність моноцитів [2-3], важливо підібрати оптимальні умови 
експресії для даного білка, який може стати потенційно важливим при лікуванні онкологічних захворювань. 
У зв’язку з цим, нами було проведено дослідження впливу різних джерел вуглецю на рівень синтезу 
рекомбінантної тирозил-тРНК-синтетази ссавців.  

В роботі було використано клітини E. coli BL21 (DE3) pLysE, трансформовані плазмідою pET30a - 59K 
TyrRS. Найбільш ефективної експресії білків досягали шляхом підбору оптимального джерела вуглецю в 
середовищі культивування бактеріальних культур. Для цього культури вирощували на середовищі Luria 
Bertani з такими джерелами вуглецю: маніт, мальтоза, гліцерол, рамноза, арабіноза, дульцит,  глюкоза, 
ксилоза. Кінцева концентрація джерел вуглецю у середовищі становила 1 %. В ході роботи вихід біомаси 
визначали за оптичною густиною культури, а вихід цільового білку – порівнюючи висоту піків тирозил-тРНК-
синтетази на електрофоретичних доріжках клітинних лізатів до та після індукції у 12 % ПААГ в 
денатуруючих умовах за Леммлі з допомогою комп’ютерної програми TotalLab 2009.    

Вимірювання оптичної густини культури показали високі результати при рості на середовищі з манітом 
(ОГ 1,30), дульцитом (ОГ 1,29), глюкозою (ОГ 1,27)  та у контрольному варіанті (ОГ 1,31), а найменша 
оптична густина культури була відмічена на середовищі з арабінозою (ОГ 1,09). Негативний вплив 
вуглеводів на вихід біомаси порівняно з контролем був досить непередбачуваним, і, очевидно, зумовлений 
накопиченням ацетату у порівнянні з контролем.  

Хоча вихід біомаси у контрольному варіанті виявився найбільшим, проте дані по виходу цільового 
продукту мали зовсім інший вигляд. Найвищими виявилися значення для випадків культивування 
продуцента на дульциті, гліцеролі, глюкозі та ксилозі, найнижчими – на арабінозі. При цьому у всіх 
випадках вихід цільового білку був вищим ніж у контрольному варіанті.   
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tRNA SYNTHETASE ON STRAIN ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3) pLysE CULTIVATION  

 
Koloda O., Kornelyuk O. 

 
Institute of Molecular Biology and Genetics 

National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv 
e-mail: olgakoloda@ukr.net 

 
Studying the process of biosynthesis of eukaryotic proteins in prokaryotic cells is due to the need of 

optimization the processes of biotechnological production, development and creation of a new generation of drugs 
based on these proteins. Given the fact that some modules and mutant forms of tyrosyl-tRNA synthetase perform 
a number of non-canonical functions [1], namely exhibit properties of cytokines, stimulate angiogenesis, monocyte 
chemotactic activity [2-3], it is important to choose optimal conditions for the expression of this protein, which 
could be potentially important in the treatment of cancer. In this regard, we have researched the influence of 
different carbon sources on the yield of recombinant tyrosyl-tRNA synthetase of mammals. 

We used cells E. coli BL21 (DE3) pLysE, transformed with plasmid pET30a - 59K TyrRS. The most effective 
protein expression achieved by the selection of the optimal carbon source in the culture medium. This culture 
grown in Luria Bertani medium with carbon sources: mannitol, maltose, glycerol, rhamnose, arabinose, dultsyt, 
glucose, xylose. The final concentration of carbon sources in the medium was 1%. Biomass yield was determined 
by optical density of culture, and the yield of the target protein - comparing the peak height of tyrosyl-tRNA 
synthetase by electrophoretic lanes cell lysates before and after induction in 12% polyacrylamide gel in 
denaturing conditions by Lemmli with a computer program TotalLab 2009 . 

Measurements of optical density cultures showed high results in growth on the medium with mannitol (OD 
1.30), dultsytom (OD 1.29), glucose (OD 1.27) and in the control variant (OD 1.31) and the lowest optical density 
culture was observed on the medium with arabinose (OD 1.09). The negative impact of carbohydrates on the 
yield of biomass compared with the control was quite unpredictable, and apparently was due to the accumulation 
of acetate compared with control. 

Although the yield of biomass in the control variant was the biggest, but the data output of the target product 
had a very different form. The highest values were for the cultivation on dultsyt, glycerol, glucose and xylose, the 
lowest - on arabinose. Thus, in all cases, the yield of target protein was higher than in the control variant. 
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It is well known that biological systems are constructions, i.e. – the structures designed with the aim to perform 
the predetermined functions in accordance with the genetic programs. For example, the function of any enzyme 
as the “biomolecular construction” is to catalyze the preset biochemical reaction. As devices with dimensions of 
the order of tens Ǻ, enzymes are assigned, in modern terminology, to objects of “nanophysics”. All these 
constructions, due to their molecular dimensions and conformational lability, are susceptible to thermal and other 
fluctuations that inevitably decreases the reliability (“robustness”) of the device, i.e. – its ability to perform the 
preset function for the given time under the given conditions [1]. The similar reliability problems arise in 
engineering in the context of development of nanoscaling devices [2]. At the same time, every cell structures are 
composed from atoms of chemical elements, many of which have magnetic and nonmagnetic stable isotopes. 
The goal of this paper is to demonstrate that the stable magnetic isotopes can be promising, on the spintronics 
basis, to improve efficiency and reliability of the biomolecular devices. 

Of special interest is magnesium as one of the most abundant cell elements. There are three stable isotopes 
of magnesium, 24Mg, 25Mg and 26Mg, with natural abundance of approximately 79, 10 and 11 %. Only 25Mg is 
magnetic isotope (nuclear spin I = 5/2) whereas 25Mg and 26Mg are nonmagnetic (nuclear spin I = 0). The 
question arises if the nuclear spin’s magnetic field may have any impact on operation of nanoreactors in living 
cells? To answer the question, the special experiments with the isotope enriched cells have been performed [3-5].  

In the experiments with Escherichia coli, it has been revealed that, upon transferring into novel liquid growth 
media, the bacterial cells run the adaptation period essentially faster if the growth medium contained the magnetic 
isotope of magnesium, 25Mg, by comparison to the parallel experiments with the media contained the 
nonmagnetic isotopes, 24Mg or 26Mg. Moreover, the striking effect of the magnetic isotope has been revealed after 
counting the colonies formed by the cells on the solid nutrient surfaces. The standard nutrient agar contains all 
the components necessary for normal growth of cells including magnesium. Nevertheless, the colony-forming 
ability of the cells, which were previously grown on 25Mg, has turned out to be essentially higher in comparison 
with the cells which were previously grown on nonmagnetic isotopes of magnesium. Meanwhile, for the 
nonmagnetic isotopes, 24Mg and 26Mg, no difference has been detected [3].  

In engineering, there is the method of accelerated life testing when reliability of a device is tested under 
elevated loads. Similarly, an exposure of a biological object to ionizing radiation followed by analysis of the post-
radiation recovery of cells can serve as the analogue to the accelerated reliability testing In engineering. Indeed, 
under such conditions, the failure rate drastically increases and functional loads on the systems of defense and 
repair correspondingly increase too [1]. Therefore, for the purpose of investigating the mechanisms and the 
possible roles of the magnetic isotopy in living nature, the monitoring of cell recovery from radiation injuries, 
“radiation stress”, is of special interest. With this in mind, in the experiments with another commonly accepted 
microbial model, diploid cells of Saccharomyces cerevisiae, we have examined the kinetics of recovery of the 
cells enriched with different isotopes of magnesium after UV irradiation (λ = 240-260 nm, dose  190 J/m2) [4, 5]. 
The survival of the cells transferred to agar immediately after irradiation was no more than a few percent. Upon 
getting so high radiation dose, most of the cells do not succeed to repair the injured genetic structures before 
mitosis and, as a result, the nonviable daughter cells are produced. Incubation in the nutrient-free media, in which 
the cells do not divide, provides them with more time for the repair processes and leads to the corresponding 
increase in their survival. It has been revealed that the cells enriched with the magnetic magnesium isotope are 
recovered essentially more effectively than the cell enriched with the nonmagnetic isotope. Namely, the rate 
constant of post-radiation recovery has turned out to be twice higher for the cells enriched with 25Mg as compared 
to the cells enriched with 24Mg [4, 5].  

Thus, the process of adaptation of E. coli to novel growth media as wells as the process of adaptation of S. 
cerevisiae to radiation stress are limited by certain enzyme reactions the efficiency of which is essentially higher 
in the case when the magnesium’s atomic nucleus has the magnetic moment as compared to the case when the 
magnesium’s nucleus has no magnetic moment [3-6].  

It is generally known that the cations of Mg2+ serve the obligate cofactor functions for about three hundred 
enzyme reactions. Among these reactions, synthesis and hydrolysis of ATP seem to be the most important. It is 
also known that any adaptation processes of cells to novel growth conditions, especially the processes of 
reparation from radiation damages, require a large variety of stress proteins to be synthesized. Reasoning from 
this knowledge and from the common knowledge, that ATP is the main source of energy in cells, it is reasonable 
to suggest that the magnetic isotope effects in living cells are stemming from higher efficiency of the enzymes of 
synthesis and hydrolysis of ATP. In other words, the effects of nuclear spin catalysis are due to better operation of 
the “fuel-energy nanoreactors” in the cells enriched with the magnetic isotope, be it H+-ATP synthase of the yeast 
mitochondria or the similar enzymes of the E. coli bacterial plasma membranes [6, 7]. 

In the light of modern knowledge about the mechanisms of oxidative phosphorylation, the following 
explanation of the magnetic isotope effects of 25Mg seems to be mostly plausible. The transmembrane 
electrochemical gradient of protons serves as the intermediate of oxidative phosphorylation. It has been found 
experimentally that this gradient poses the conformational strain in the active center of ATPase. Under conditions 
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of the conformational strain, the ATPase active center transits into the exited state with formation of an ion-radical 
pair in the Mg-ADP complex. This pair serves as the chemical intermediate for the endothermic reaction of 
synthesis of ATP from ADP and Pi at the cost of energy of the conformational strain. In essence, it is the exited 
conformational state in which the ability of the Mg-ADP complex to bind phosphate with formation of ATP 
essentially increases. The hypothesis about the key-role of such a virtual ion-radical pair in oxidative 
phosphorylation has been first stated about 50 years ago [6]. It must then be taken into account that the 
nonequilibrium conformation state (total electron spin S = 0) quickly relaxes back into the ground equilibrium state 
(the same S = 0) with the heat loss of energy while the conversion into the triplet state (S = 1) is forbidden by the 
quantum law of conservation of spin. The magnetic field of the nuclear spin of 25Mg removes this spin ban. The 
comparatively longer lifespan of the triplet state provides more time for the ATP synthesis, thereby increasing the 
yield of the reaction (see [7] and references therein).  

Alternatively, there are the enzymes, among them – myosin complexes, transport ATPases, DNA and RNA 
polymerases and many other ATPases, that catalyze hydrolysis of ATP employing the energy of this exothermic 
reaction. The nuclear spin of 25Mg can have an impact on efficiency of operation of these “molecular motors” too. 
The ATP hydrolysis triggers electron-conformational interactions in the enzyme’s active center, thereby producing 
conformational changes in the enzyme macromolecule. Moreover, for many enzymes, including mitochondrial H+-
ATPase, it has been proved experimentally [9]. Since the energy given out the ATP hydrolysis is not large ( 0.54 
eV), then the exited conformational state of the macromolecule should be considered as a low level delocalized 
triplet state. Furthermore, the elementary coherent deformation excitation may arise and generate the so-called 
soliton in quasi-one-dimensional protein molecules. The theoretical investigations holds that the conformational 
energy can be transported along the protein molecules in the form of solitons without heat losses. The low 
probability of loss of energy of the ATP hydrolysis into chaotic motion (heat phonons) is explained on the basis of 
high stability of the solitons [10]. The nuclear spin of 25Mg can affect the rate of rise of the conformational 
excitation ands well as the rate of relaxation of the conformational excitation. Thereafter, in the experiments on 
the ATP hydrolysis by the “molecular motors” one can expect for positive (beneficial) magnetic isotope effects or 
negative ones, depending upon the sign and magnitude of the spin-phonon coupling.  

In the “molecular motors” which run on the nonmagnetic isotopes of magnesium, the spin-catalysis function 
can be served by the nuclear spins of phosphorus (31P) and protons (1H). The comparatively high catalytic activity 
of the nuclear spin of 25Mg probably stems from the specific localization of the Mg2+ ion in the enzyme active 
center due to which the magnesium’s nuclear spin creates the comparatively high values of magnetic field and 
hyperfine coupling. That is why 25Mg proved to be “in the right place at the right time” just to throw light on the 
fundamental chemical mechanisms of oxidative phosphorylation.  

The conformational transitions are accompanied by the movements of the electrically charged groups. Such 
movements create magnetic fields and it seems likely that interactions of the nuclear spins with such local 
magnetic fields should be also taken into account. Besides, the nucleus of 25Mg has the quadrupole moment, the 
value of which is rather large, in comparison with other magnetic nuclei. The interactions of the nuclear 
quadrupole moment with the electrically charged groups of the macromolecule can affect the kinetics of 
conformational relaxation too. Thus, detailed biophysical, biochemical and physics-chemical, including quantum 
mechanics, mechanisms of the nuclear spin catalysis in living cells require further investigations. 

In the studies of our group it has been experimentally proved that the magnetic isotope, 25Mg, essentially 
accelerates the adaptation of cells to the stress conditions including the radiation stress [3-7]. These findings 
principally manifest the potentialities of this stable magnetic isotope of magnesium as the basis for creating novel 
anti-stress drugs including anti-radiation protectors. In living nature, besides 25Mg, there is a great variety of other 
chemical elements with stable magnetic isotopes, among them – 1H and 2D, 13C, 15N, 17O, 23Na, 31P, 39K and 41K, 
43Ca, etc. Therefore, it makes possible to develop the innovation methods of control over efficiency and reliability 
of biomolecular nanoreactors with the help of the relevant magnetic and electromagnetic fields on the 
backgrounds of the nuclear spin catalysis. 
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Похідні піримідину є одним із найбільш досліджуваних на наявність корисних фармакологічних 
властивостей класом органічних сполук. На сьогодні, на основі цих сполук створено велику кількість 
високоефективних синтетичних лікарських засобів, що широко використовуються у всьому світі. До 
похідних піримідину, що активно вивчаються на наявність корисних фармакологічних властивостей 
належать 5,6-циклоалкілпіримідини, які мають широкий спектр фармакологічної активності, і що робить їх 
перспективним об’єктом для пошуку нових високоефективних лікарських засобів. Серед основних видів 
фармакологічної активності, притаманним похідним 5,6-поліметиленпіримідинам, слід виділити 
антималярійну, цитотоксичну, протизапальну, аналгетичну, жарознижуючу, анксіолітичну, антифолатну, 
бронходиляторну, противиразкову та інші [1]. Встановлено, що синтезовані нами похідні 6,7-дигідро-1Н-
циклопента[d]піримідин-2,4(3Н,5Н)-діону проявляють виражену спазмолітичну активність [2-4]. Слід також 
зазначити, що окрім синтетичних сполук, 5,6-поліметиленпіримідини представлені сполуками природного 
походження з високою біологічною активністю.  

Незважаючи на наявні дані, свідчень про аналгетичну та протизапальну активність похідних 6,7-
дигідро-1Н-циклопента[d]піримідин-2,4(3Н,5Н)-діону досить мало. Для розширення знань про біологічні 
властивості представників даного класу сполук деякі похідні 6,7-дигідро-1Н-циклопента[d]піримідин-
2,4(3Н,5Н)-діону було досліджено на наявність антиноцицептивної та протизапальної активностей. 
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Дослідження антиноцицептивної активності 1,3- та 3,7-дизаміщених похідних 6,7-дигідро-1Н-
циклопента[d]піримідин-2,4(3Н,5Н)-діону проводилися на моделі «гарячої пластини», що характеризує 
супраспінальний рівень антиноцицептивної активності та на моделі вісцерального болю (оцтовокислі 
«корчі»), з метою виявлення центрального та перефиричного впливу на ноцицептивну систему. 
Протизапальна активність 1,3- та 3,7-дизаміщених похідних 6,7-дигідро-1Н-циклопента[d]піримідин-
2,4(3Н,5Н)-діону вивчалась на моделі ексудативного запалення – карагенінового набряку. Встановлено, що 
у більшості досліджуваних речовин виявлявся виражений антиноцицептивний ефект на використаних 
моделях ноцицептивної стимуляції. Дослідження протизапальної активності похідних 6,7-дигідро-1Н-
циклопента[d]піримідин-2,4(3Н,5Н)-діону на моделі карагенінового набряку показало низьку протизапальну 
активність цих сполук або відсутність такої взагалі. На рисунку представлені структури найбільш активних 
похідних 6,7-дигідро-1Н-циклопента[d]піримідин-2,4(3Н,5Н)-діону. 
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Pyrimidine derivatives are one of the most studied classes of organic compounds for the presence of useful 
pharmacological properties. To date, a large number of highly efficient synthetic drugs which widely used 
worldwide have been created based on these compounds. 5,6-Cycloalkylpyrimidines belong to the pyrimidine 
derivatives that are actively studied for the presence of useful pharmacological properties. These compounds 
have a wide range of pharmacological activity that makes them a promising object for the search new highly 
efficient drugs. Among the main types of pharmacological activity that are inherent for 5,6-cycloalkylpyrimidine 
derivatives there should be emphasized antimalarial, cytotoxic, anti-inflammatory, analgesic, antipyretic, 
anxiolytic, antifolate, bronchodilatory, antinuclear and other activities [1]. It is established that the synthesized 
derivatives of 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione exhibit the pronounced spasmolytic 
activity [2-4]. Besides it is also should be noted that aside from the synthetic compounds 5,6-cycloalkylpyrimidines 
are represented by naturally occurring compounds with high biological activity. 

Despite the available data, there is very little evidence about analgesic and anti-inflammatory activity of 6,7-
dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione derivatives. To broaden knowledge about the biological 
properties of 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione derivatives some representatives of this 
class of organic compounds have been investigated for the presence of analgesic and anti-inflammatory activities. 
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In order to identify the central and peripheral influence on the nociceptive system the study of the 
antinociceptive activity of 1,3- and 3,7-disubstituted derivatives of 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-
2,4(3H,5H)-dione was carried out on the model of "hot-plate" that characterizes the supraspinal level of 
antinociceptive activity and  on the model of visceral pain induced by acetic acid. Anti-inflammatory activity of 1,3- 
and 3,7-disubstituted derivatives of 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione has been studied 
on a model of exudative inflammation - caragenin-induced inflammation. It is established that in the most of the 
tested substances the pronounced antinociceptive effect was detected on the used models of nociceptive 
stimulation. The investigation of the anti-inflammatory activity of derivatives of 6,7-dihydro-1H-
cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione on the model of caragenin-induced inflammation showed low 
inflammatory activity of these compounds or the lack of it at all. The figure shows the structure of the most active 
derivatives of 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione. 

 
References: 
1. Yu.M. Kononevich, L.S. Bobkova, A.M. Demchenko // Pharmacological activity of 5,6-cycloalkylpyrimidines – promising class 

of biologically active compounds – Pharmacology and Drug Toxicology (in press). 
2. Yu.M. Kononevich, A.M. Demchenko // The synthesis of new 1,3-disubstituted 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-

2,4(3H,5H)-diones with the spasmolytic activity. Report 1 – Journal of organic and pharmaceutical chemistry, 2011, Vol. 9, № 
1, p. 52-56. 

3. Yu.M. Kononevich, A.M. Demchenko // Synthesis of new 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-2,4(3H,5H)-dione 
derivatives based on 3-cyclohexyl-2-(2,4-dioxo-2,3,4,5,6,7-hexahydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidin-1-yl)acetohydrazide – 
Journal of organic and pharmaceutical chemistry, 2011, Vol. 9, № 2, p. 49-52. 

4. Yu.M. Kononevich, A.M. Demchenko // Synthesis of new 3,7-bis-substituted 6,7-dihydro-1H-cyclopenta[d]pyrimidine-
2,4(3H,5H)-diones as potential spasmolytics – Journal of organic and pharmaceutical chemistry, 2012, Vol. 10, № 3, p. 59-63. 

 
  



 
 

 173

КОРЕКЦІЯ ФУНКЦІОНАЛЬНО-МЕТАБОЛІЧНОГО СТАНУ ДЕЗАДАПТОЗІВ ШЛЯХОМ ВЖИВАННЯ 
ПРИРОДНОГО АДАПТОГЕНУ З АНТИКОАГУЛЯНТНОЮ ДІЄЮ 

 
Коритко З.І. 

 
Львівський державний університет фізичної культури, Україна  

e-mail: korytko@ukr.net 
 
Відомо, що всі стресові та екстремальні стани, які ведуть до розвитку дезадаптозів, в тому числі і 

надмірні фізичні та емоційні навантаження супроводжуються надлишковою активацією адренергічної 
системи та ініціюють посилення агрегації тромбоцитів і розвиток гіперкоагуляції [1, 4, 5]. За таких умов 
активується тромбінова підсистема однієї з регуляторних систем організму тромбін-плазмінової системи 
(ТПС), яка реалізується шляхом коагуляційно-регенераційного механізму [3], і може бути причиною 
порушення гомеостазу та зриву адаптаційних процесів.  

Мета - вивчити особливості впливу рослинної дієтичної домішки (ДД) «Антиварикоз», яка має виражені 
антикоагулянтні властивості, на розвиток дезадаптозів на моделі граничних фізичних навантажень (ФН). 

 До досліджень, погоджених з комісією з Біоетики, залучені дві однорідні групи бігунів-спринтерів (n=15). 
Експериментальна група (ЕГ) отримувала ДД «Антиварикоз» для нормалізації показників згортання крові, а 
група контролю (ГК) - плацебо. До складу ДД «Антиварикоз» входить: каштан, ліщина, буркун лікарський, 
календула, часник і молочний цукор. На початку і в кінці дослідження працездатність бігунів оцінювали за 
толерантністю до тесту Конконі з аналізом параметрів: загальна потужність навантаження (W, Вт), 
загальний час роботи (tmax, с), час роботи до рівня ПАНО (tПАНО), частота серцевих скорочень при ПАНО 
(ЧССПАНО) і максимальна ЧСС (ЧССmax, ск./хв). Толерантність до ФН оцінювали за показниками 
центральної гемодинаміки (ЦГД), отриманих за допомогою автоматизованого комп’ютерного реографа 
ReoCom (Харків) і показниками варіабельності серцевого ритму (ВСР), отриманих за допомогою 
автоматизованої комп’ютерної програми CardioLab (Харків), Параметри вільнорадикального гомеостазу 
вивчені за змінами в системі перекисне окислення ліпідів - антиоксидантна активність (ПОЛ-АОА). 
Оцінювали нагромадження активних продуктів тіобарбітурової кислоти (ТБК-АП) і активність 
супероксиддисмутази (СОД) і каталази (КТ). Про баланс в системі ПОЛ-АОА судили за величиною 
антиоксидантно-прооксидантних індексів (АПІ1 - АПІ3). Крім того, кожні 10 днів досліджували окремі 
показники швидкісно-силової підготовленості бігунів. Результати опрацьовані статистично. 

Встановлено, що прийом ДД «Антиварикоз» у спортсменів ЕГ сприяв тенденції до оптимізації 
показників ЦДГ за умов ФН «до відмови» і зумовлював більш адекватну реакцію серцево-судинної системи 
(ССС) на підвищене навантаження (нижчі показники W (Вт) та ІНМ (Р < 0,05); збільшував загальну ВСР за 
показником ТР (на 44,9 %) (Р < 0,01), а також підвищував активність автономного контуру, зменшуючи 
гіперадаптивну реакцію.   

Позитивний вплив під впливом ДД відмічений на формування вільнорадикального гомеостазу, оскільки 
баланс в системі ПОЛ-АОА в більшій мірі забезпечувався у бігунів ЕГ, про що свідчило незначне 
коливання величин анти- прооксидантних індексів  АПІ1-АПІ3, що є ознакою підтримки на високому рівні 
адаптаційних резервів організму [2]. 

Загалом позитивний вплив рослинної композиції «Антиварикоз» на функціональний стан організму 
спортсменів діставав підтвердження у вищій толерантності до ФН спортсменів ЕГ (збільшення обсягу 
фізичної роботи на 15 %, в порівнянні з КГ), покращенні окремих показників фізичної підготовленості, у 
перебудові метаболізму та зміщенні  характеру енергозабезпечення на користь аеробних реакцій. 

Характер функціонально-метаболічних змін під впливом ДД «Антиварикоз», яка зменшувала активацію 
гіперкоагуляції (активацію підсистеми тромбіну ТПС), подібний до змін під впливом гепарину, кофактором 
якого є антитромбін ІІІ, який блокує утворення тромбіну, за умов первинної гіпертромбопластнемії, в тому 
числі і за умов граничних ФН [1].  

Отже, отримані результати можуть свідчити на користь коагуляційно-регенераційного механізму у 
формуванні функціонально-метаболічного гомеостазу спортсменів за умов граничних ФН, а також про 
можливу роль цього механізму у регуляції інших дезадаптозів, які супроводжуються вираженою 
адренергією, що може бути основою для підвищення резерву функцій та стресостійкості організму до дії 
екстремальних впливів. 
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It is known that all the stress and extreme conditions that lead to the development of disadaptation states, 
including excessive physical and emotional stress accompanied by excessive activation of the adrenergic system 
and trigger increased platelet aggregation and development of hypercoagulability [1, 4, 5]. Under these 
conditions, activated thrombin subsystem of one of the regulatory systems thrombin-plazmini System (TPS), 
which is realized by coagulation-regeneration mechanism [3], and may be cause of disruption of homeostasis and 
adaptation processes. 

Purpose - to examine the features of the influence of plant dietary additives (DA) «Antyvarykoz» which is 
pronounced anticoagulant properties, the development of the model of disadaptation states limit physical activity 
(PA).  

To study agreed with the Commission on Bioethics, involved two homogeneous groups of runners- sprinters 
(n = 15). The experimental group (EG) received DA «Antyvarykoz» for normalization of blood clotting and control 
group (CG) - placebo. The structure DA «Antyvarykoz» includes: chestnut, hazel, Melilotus officinalis, calendula, 
garlic and milk sugar. At the beginning and end of the study evaluated the performance of runners for the 
tolerance test Concóni the analysis parameters: the total load power (W, W), total time (tmax, c), time to level Pano 
(tPANO), heart rate at Pano (HRPANO) and maximum heart rate (HRmax, C./min). Tolerance to PA was evaluated in 
terms of central hemodynamics (CHD) obtained by using automated computer rheograph ReoCom (Kharkiv) and 
heart rate variability (HRV) obtained using an automated computer program CardioLab (Kharkiv). Free radical 
homeostasis parameters studied changes in the system of lipid peroxidation - antioxidant activity (LP-AOA). 
Evaluated the accumulation of active products tiobarbitur acid (TBA-AP) and superoxide dismutase (SOD) and 
catalase (CT). On balance the system tried LP-AOA largest prooxidant-antioxidant indices (PAI1 - PAI3). In 
addition, every 10 days examined individual performance speed-strength training runners. Results processed 
statistically. 

Found that taking DA «Antyvarykoz» athletes EG contributed to the tendency to optimize performance under 
conditions CHD PA «to failure» and a predetermined adequate response of the cardiovascular system (CVS) for 
increased load (lower values W (W) and index of stress myocardial - ISM (P <0.05) increased total HRV in terms 
of TP (by 44.9%) (P <0.01) and increased the activity of the autonomous circuit, reducing hyper adaptation 
reaction. 

The positive impact of DA marked influenced the formation of free radical homeostasis because the balance in 
the system LP-AOA are more runners ensured in EG, as evidenced by slight fluctuations in the values of anti-
prooxidant indexes API1-API3, a sign of support for high-level adaptive body reserves [2]. 
Overall positive effects of plant composition «Antyvarykoz» on functional status of athletes took out confirmation 
in higher tolerance to PA athletes EG (increase the amount of physical work by 15% compared to CG), improving 
physical fitness of the individual indexes, restructuring of metabolism and shifting nature of power for aerobic 
reactions. 

The nature of functional and metabolic changes under DA «Antyvarykoz» which reduced the activation 
hypercoagulable (activation of thrombin subsystem TPS), similar to the changes under the influence of heparin 
cofactor which is antithrombin III, which blocks thrombin formation under conditions of primary higher 
concentrations of thromboplastin, including boundary conditions for PA [1]. 

Thus, these results may indicate for coagulation-regeneration mechanism in the formation of functional 
metabolic homeostasis athletes under conditions of limiting PA and the possible role of this mechanism in the 
regulation of other disadaptation states accompanied by an increased release of adrenaline that can be the basis 
for increasing reserve functions and stress to the action of extreme stress. 
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Mg2+-зависимым АТР-гидролазным системам принадлежит фундаментальное значение в обеспечении 

електро- и фармакомеханического сопряжения в гладких мышцах. Речь идёт о кальциевых насосах 
(Са2+,Mg2+-АТРазах) плазматической мембраны и саркоплазматического ретикулума, натриевом насосе 
(Nа+,K+-АТРазе) плазматической мембраны, а также об АТР-гидролазной системе актомиозинового 
комплекса. Изменения в активности АТР-гидролаз (в частности Ca2+-транспортирующих) – одна из причин 
возникновения патологий сократительной функции гладкомышечных клеток внутренних органов и систем 
органов (гипертензия, гипо- и гипертонус матки, спонтанные аборты, изменения в моторике желудочно-
кишечного тракта, астма, нарушение эрекции и др.). Поэтому создание нетоксичных (малотоксичных) 
обратимых эффекторов (ингибиторов, активаторов), способных высокоаффинно и селективно 
модифицировать функциональную (транспортную, каталитическую) активность АТР-гидролаз гладких 
мышц при патологических состояниях – важнейший этап на пути поиска новых фармакологических 
препаратов, перспективных для лечения заболеваний, связанных с нарушением тонуса и 
контрактильности гладкомышечных клеток. В контексте сказанного в последние годы пристальное 
внимание исследователей привлекают такие супрамолекулярные соединения, как циклические олигомеры 
фенолов – каликсарены. 

В докладе будут представлены комплексные экспериментальные результаты, полученные на «стыке» 
биохимии, биофизики, физиологии и супрамолекулярной химии при изучении биофизикохимических 
закономерностей и механизмов действия избранных каликс[4]аренов на АТР-гидролазные системы 
миометрия. 

Каликс[4]арены были синтезированы и охарактеризованы с использованием методов ядерного 
магнитного резонанса и инфракрасной спектроскопии в отделе химии фосфоранов Института 
органической химии НАН Украины (член-корр. НАНУ В.И.Кальченко и коллеги). В экспериментах 
использовались методы препаративной и аналитической биохимии, биохимической мембранологии, 
энзимологии, изотопной техники (45Са2+), фотон-корреляционной спектроскопии, спектрофотометрии, 
проточной цитофлуориметрии, световой, электронной и конфокальной микроскопии, ОФ ВЭЖХ, 
молекулярного моделирования, компьютерного докинг-моделирования и молекулярной динамики, 
тензометрии, химической и биохимической кинетики. 

В результате экспериментов, проведенных на молекулярном, мембранном и клеточном уровнях, 
удалось идентифицировать ряд каликс[4]аренов, которые могут быть перспективными для создания 
высокоафинных селективных обратимых супрамолекулярных ингибиторов Са2+,Mg2+-АТРазы 
(каликс[4]арен С-90) и Nа+,K+-АТРазы (каликс[4]арены С-97, С-99 и С-107) плазматической мембраны 
(значения І0,5 составляют соответственно 20-30 мкМ и < 0,1 мкМ), а также активаторов системы 
аккумуляции ионов Са в митохондриях (каликс[4]арен С-91). Детально изучены кинетические 
закономерности действия указанных каликс[4]аренов на протекание соответствующих энзиматических и 
транспортных процессов, проанализированы силовые взаимодействия, стабилизирующие образование 
комплексов в системе «Лиганд-Мишень» («каликс[4]арен –АТР-гидролаза»). Результаты, полученные при 
изучении влияния вышеуказанных каликс[4]аренов на энергозависимые Са2+- и Na+-транспортирующие 
системы, сравниваются с данными о действии этих соединений на АТР-гидролазную активность 
актомиозина и субфрагмента-1 миозина, а также на сократительную активность интактных полосок 
миометрия. В частности, на многоклеточных препаратах миометрия крыс было  показано, что ингибитор 
Са2+,Mg2+-АТРазы плазматической мембраны каликс[4]арен С-90 (10 мкМ) вызывает угнетение силы 
спонтанных и вызванных (окситоцином и К+-деполяризацией)  сокращений по NO-зависимому пути, тогда 
как уменьшение скорости расслабления отдельных спонтанных сокращений под действием С-90 связанно 
непосредственно с блокированием Са2+-транспортной функции Са2+,Mg2+-АТРазы. Действие 
каликс[4]арена С-99 (10 мкМ) на многоклеточные препараты миометрия  (повышение силы и частоты 
спонтанных сокращений) было аналогично эффектам классического  ингибитора Nа+,K+-АТРазы уабаина 
(10 мкМ). 

С фундаментальной точки зрения полученные данные представляются перспективными для 
дальнейшего изучения ионных, молекулярных и мембранных механизмов феномена электро- и 
фармакомеханического сопряжения в гладких мышцах с использованием вышеуказанных каликс[4]аренов 
– эффекторов энергозависимых мембраносвязанных катион-транспортирующих систем. 

В практическом же аспекте эти результаты могут являться основой для создания фармакологических 
препаратов нового (супрамолекулярного) поколения – регуляторов нарушенной сократительной 
активности гладкомышечных клеток при патологических состояниях.  
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Mg2+-dependent ATP-hydrolase systems belongs to the fundamental importance in ensuring the electro-and 

pharmacomechanical coupling in smooth muscles. They are the calcium pumps (Ca2+,Mg2+-ATPase) of plasma 
membrane and sarcoplasmic reticulum, the plasma membrane sodium pump (Na+,K+-ATPase), as well as the 
ATP-hydrolase system actomyosin complex. Changes in the activity of ATP-hydrolases (e.g. Ca2+-transporting) - 
one of the causes of abnormalities of smooth muscle cells contractile function of the internal organs and systems 
(hypertension, hypo-and hyper tonicity of the uterus, spontaneous abortion, changes in the motility of the 
gastrointestinal tract, asthma, erectile violation, etc.). Therefore, the creation of non-toxic (low toxic) reversible 
effectors (inhibitors, activators), capable of high affinity and selectively modify the function (transport, catalytic) 
ATP hydrolase activity of smooth muscle in pathological conditions - the most important step in the search for new 
drugs that are promising for the treatment of diseases associated with violation tone and contractility of smooth 
muscle cells. In the context of foregoing in recent years attracted attention  the supramolecular compounds such 
as cyclic oligomers of phenols - calixarenes. 

The report will present comprehensive experimental results obtained on the "junction" of biochemistry, 
biophysics, physiology, and the study of supramolecular chemistry biophysicochemical patterns and mechanisms 
of action selected calix[4]arenes in the ATP-hydrolases of the myometrium. 

Calix[4]arenes have been synthesized and characterized using nuclear magnetic resonance and infrared 
spectroscopy in the department of chemistry of phosphoranes of the Institute of Organic Chemistry NAS of 
Ukraine. In experiments using methods of preparative and analytical biochemistry, biochemical membranology, 
enzymology, isotope techniques (45Ca2+), photon correlation spectroscopy, spectrophotometry, flow cytometry, 
light, electron and confocal microscopy, RP HPLC, molecular modeling, computer docking simulations and 
molecular dynamics strain measurement, chemical and biochemical kinetics. 

As a result of experiments conducted at the molecular, membrane and cellular levels, it was possible to 
identify a number of calix[4]arenes, which may be promising for the creation of high affinity selective reversible 
supramolecular inhibitors of plasma membrane Ca2+,Mg2+-ATPase (calix[4]arene C-90) and Na+,K+-ATPase 
(calix[4]arenes C-97, C-99 and C-107) (values І0,5 are, respectively, 20-30 μM and <0.1 μ M), as well as activators 
of Ca2+ accumulation in the mitochondria (calix[4]arene C-91).  

The kinetic regularities of action of these calix[4]arenes on the course of the respective enzyme and transport 
processes were studied in detail, the force interactions that stabilize the formation of complexes in the "ligand-
target" ("calix[4]arene-ATP – hydrolase") are analyzed. The results obtained in the study of the influence of 
сalix[4]arenes on energy-dependent Ca2+- and Na+-transporting system, compared with the data on the effects on 
the ATP-hydrolase activity of actomyosin and myosin subfragment-1, as well as the contractile activity of intact 
myometrial strips. In particular, in rat myometrial strips showed that an inhibitor of Ca2+,Mg2+-ATPase activity of 
plasma membrane сalix[4]arene C-90 (10 μM) causes inhibition of spontaneous and induced (oxytocin and K+-
depolarization) contractions in NO-dependent pathway while the decrease in the rate of relaxation of individual 
spontaneous contractions under the action C-90 is related directly with the blocking Ca2+-transport function of 
Ca2+,Mg2+-ATPase. The action of calix[4]arene C-99 (10 μM) on myometrial strips (increased force and frequency 
of spontaneous contractions) was similar to the effects of the classical inhibitor of Na+,K+-ATPase ouabain (10 
μM). 

From a fundamental point of view, obtained data are promising for further study of ionic, molecular and 
membrane mechanisms of the phenomenon of electro-and pharmacomechanical coupling in smooth muscles 
using the above сalix[4]arenes – effectors of energy-dependent membrane cation-transporting systems. 

In practical aspect, these results may be the basis for the creation of a new pharmacological (supramolecular) 
agents - regulators impaired contractile activity of smooth muscle cells in pathological states.   
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Топоізомерази – широко розповсюджені ферменти, що каталізують зміни топологічного стану ДНК у 

процесах її реплікації, транскрипції, рекомбінації та репарації. Малі молекули можуть блокувати активність 
топоізомераз, найчастіше шляхом зв’язування з ДНК чи комплексом ДНК-фермент. Інгібітори ферментів, 
цього класу, зокрема топоізомерази І (ТороІ), часто виявляють протипухлинну дію. Тому пошук сполук, які 
впливають на ТороІ, може привести до створення нових препаратів для терапії онкологічних захворювань, 
в т.ч. пухлин із множинною резистентністю до лікарських засобів [1].  

Нами було сконструйовано та синтезовано серію похідних феназину (1) та акридону (2), заміщених 
відповідно у положенні С-1 та С-4 карбоксамідними групами, що містять приєднані через алкільні лінкери 
основні (диметиламіно-, піридильний) та катіонні (триметиламонійний, N-метилпіридинієвий) фрагменти. 
Дизайн структур ґрунтувався на відомому факті, що вказані трициклічні гетероароматичні системи добре 
взаємодіють з ДНК за механізмом інтеркаляції; введення ж замісників основного чи катіонного характеру 
може підсилити зв’язування лігандів з топоізомеразним комплексом за рахунок додаткових взаємодій як з 
фосфат-аніонами ДНК, так і кислотними групами в складі молекули фермента. 
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Було отримано ряд похідних (1,2a-f). Метод синтезу побудовано на реакції проміжних хлорангідридів 
феназин-1- чи акридин-4-карбонової кислоти чи їхніх метилових ефірів з відповідними амінокомпонентами 
з утворенням нейтральних амідів. При їх обробці метилйодидом відбувається кватернізація термінальних 
атомів нітрогену в замісниках з утворенням похідних катіонного типу (b, d, f). Важливо зазначити, що при 
цьому метилювання корових гетероциклічних фрагментів не спостерігається.    

З метою оцінки інгібуючої дії та дослідження взаємозв'язку структура–активність нових сполук було 
проведене їхнє тестування in vitro у модельній системі релаксації суперспіралізованої плазмідної ДНК 
pBR322 топоізомеразою I E. coli. У процесі ферментативної реакції суперспіралізована ДНК переходить у 
релаксовану форму, яка добре відділяється від вихідної ДНК електрофорезом у агарозному гелі.   

Чотири препарати досліджуваної серії, а саме похідні феназину (1e-f) та акридону (2e-f), виявили 
інгібуючий вплив на процес релаксації ДНК у концентрації 100 мкМ. Характерно, що всі інгібітори містять 
структурний фрагмент піридину чи N-метилпіридинію. Навпаки, всі похідні з аліфатичною диметиламіно- чи 
триметиламонійною групою (1,2a-d) не показали інгібуючої дії щодо ТопоІ.  

Було проведене попереднє дослідження можливого способу дії чотирьох активних інгібіторів, для чого 
ферментативну реакцію проводили за умов попередньої інкубації сполук із ДНК чи ферментом протягом 15 
хв. перед додаванням інших компонентів реакції. Після попередньої інкубації з ТороI інгібуюча активність 
похідних (1f) та (2f) різко збільшилась (до 25 мкМ), в той час як попередня інкубація з ДНК залишила її 
незмінною для обох сполук. Для акридону (2e) спостерігався зворотній ефект: зафіксовано наявність 
суперспіралізованої форми pBR322 у присутності вже ≤12.5 мкМ даної сполуки за умов попередньої 
інкубації з ДНК, на відміну від її інкубації з ТороI. Значних змін активності її феназинового аналога (1e) при 
попередній інкубації як з ДНК, так і з ферментом зафіксовано не було.  

Отримані дані вказують на те, що пригнічення процесу релаксації ДНК близькими структурними 
аналогами (1f) і (2f), що містять катіонний N-метилпіридинієвий замісник, відбувається, найімовірніше, за 
рахунок їхнього зв’язування з топоізомеразою, в той час як нейтральною піридиновою похідною (2e) – в 
першу чергу з ДНК. Це досить неочікуваний результат, оскільки можна було припустити, що саме катіонні 
похідні будуть ефективніше взаємодіяти з поліаніонною ДНК. Ймовірно, в активному сайті фермента 
повинен бути присутнім центр зв’язування аніонного типу з високою афінністю до позитивно зарядженої і 
водночас ароматичної метилпіридинієвої групи. Дослідження деталей цього механізму буде продовжено.   

Таким чином, похідні феназину й акридону є перспективними інгібіторами топоізомерази І. Отримані 
результати дозволяють намітити шляхи подальшої хімічної оптимізації досліджених сполук для отримання 
більш ефективних інгібіторів та створення нових протипухлинних препаратів. 

 
Роботу виконано за підтримки програми НАН України «Фундаментальні проблеми створення нових речовин і 

матеріалів хімічного виробництва» (грант 30-12).  
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Topoisomerases are ubiquitous enzymes catalyzing changes in the topological state of DNA during 

replication, transcription, recombination and DNA repair processes. Small molecules may block topoisomerase 
activity, most often via the binding to DNA or enzyme-DNA complex. Inhibitors of these enzymes, in particular 
topoisomerase I (TopoI), often exhibit anticancer activity. So the search for compounds targeting TopoI may lead 
to the development of novel therapeutics for the treatment of oncological diseases, including tumors with multiple 
drug resistance [1]. 

 We have designed and synthesized a series of phenazine (1) and acridone (2) derivatives substituted at C-1 
and C-4 position, respectively, with carboxamide groups containing basic (dimethylamino, pyridyl) or cationic 
(trimethylammonium, N-methylpyridinium) fragments attached via the alkyl linkers. Structure design was based on 
the fact that the above mentioned tricyclic heteroaromatic systems are known to efficiently interact with DNA by 
intercalation mechanism; introduction of basic or cationic substituents could further enhance the binding of ligands 
to topoisomerase complex by additional interactions with either anionic DNA phosphates or acidic groups within 
the enzyme molecule. 
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A number of derivatives (1,2a-f) were obtained. Synthetic approach is based on the reaction of intermediate 

chloroanhydrides of phenazine-1- or acridone-4-carboxylix acid, or their methyl esters, with corresponding amino 
components resulting in the formation of neutral amides. Upon their treatment with methyl iodide quaternization of 
terminal nitrogen atoms in the substituents occurs to provide the derivatives of cationic type (b, d, f). It should be 
noted that methylation of the core heterocyclic fragments does not occur. 

To evaluate the inhibitory activity and to analyze the structure-activity relationship of new compounds they 
were tested in vitro in a model system of the relaxation of supercoiled pBR322 plasmid DNA by topoisomerase I 
from E. coli. During the enzymatic reaction supercoiled DNA is transformed into the relaxed form which is then 
well separated from the initial DNA by agarose gel electrophoresis.  

Four compounds of the tested series, namely phenazine (1e-f) and acridone (2e-f) derivatives were found to 
inhibit DNA relaxation at 100 μM concentration. Interestingly, all inhibitors contain pyridine or N-methylpyridinium 
structural fragment. In contrary, all derivatives containing aliphatic dimethylamino or trimethylammonium group 
(1,2a-d) did not reveal inhibition activity against TopoI.  

Preliminary studies on the possible mode of action of four active inhibitors were carried out. Enzymatic 
reaction was performed under the pre-incubation of compounds with DNA or enzyme for 15 min. before the 
addition of other reaction components. On pre-incubation with TopoI, the inhibition activity of the derivatives (1f) 
and (2f) greatly increased (to 25 µМ), whereas pre-incubation with enzyme left it unchanged for both compounds. 
An opposite effect was observed for the acridone (2e): the supercoiled form of pBR322 was detected in the 
presence of ≤12.5 µМ of this compound after its pre-incubation with DNA, in contrast to its incubation with TopoI. 
No noticeable changes of the activity of its phenazine analog (1e) were observed upon its pre-incubation with 
either DNA or enzyme. 

The obtained data suggest that inhibition of DNA relaxation by the close structural analogs (1f) and (2f) 
containing a cationic N-methylpyridinium substituent occurs, most probably, via their binding to topoisomerase, 
and mainly to DNA for the neutral pyridine derivative (2e). This is somewhat unexpected result since cationic 
compounds could be supposed to interact with polyanionic DNA backbone more efficiently. Perhaps there should 
be an anionic-type binding center within the active site of the enzyme with high affinity to the positively charged 
and at the same time aromatic methylpyridinium group. Details of this mechanism will be further investigated. 

Thus, phenazine and acridone derivatives are promising topoisomerase I inhibitors. The obtained results allow 
planning further chemical optimization of the studied compounds to obtain more efficient inhibitors and to develop 
new antitumor agents. 
 

This work was supported by the NAS of Ukraine program “Fundamental problems of development of new substances and 
materials for chemical industry” (grant 30-12).  
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Аминодигидрофталазиндион натрия (Тамерит), является активатором системы фагоцитирующих 
мононуклеаров. К этой системе относятся кровяные клетки, предшественники моноцитов – макрофагов 
костного мозга, циркулирующие в крови, моноциты, органо- и тканеспецифичные макрофаги. Ранние 
предшественники мононуклеарных фагоцитов развивающихся из полипотентной стволовой клетки и 
являются быстро действующим пулом клеток предшественников гранулоцитопоэза. Макрофаги 
присутствуют практически во всех органах и тканях: клетки Купфера (печень), альвеолярные макрофаги 
(легкие), синусные макрофаги (селезенка), глиальные клетки, клетки Лангерганса (кожа), 
перикардиальные макрофаги, макрофаги костного мозга, остеокласты (костная ткань). Система 
фагоцитирующих мононуклеаров представлена гетерогенной популяцией клеток, объединённых 
единством происхождения. По данным Даниловой И.Г. [1] введение Тамерита крысам ведет к усилению 
регенерации печени и синтезу белков, повышению количества мегакариоцитов. На основании этого мы 
предположили, что Тамерит влияет и на регенерацию костной ткани. 

Проведен эксперимент на 30 беспородных крысах, массой 500-550 г, одного возраста, из которых были 
сформированы методом парных аналогов 3 группы по 10 животных в каждой. Первая группа была 
интактной и не испытывала каких либо воздействий. Вторая – контрольная, где животные подвергались 
перелому бедренной кости и последующему интрамедуллярному металлоостеосинтезу [3]. Третья группа 
животных считалась опытной и на фоне перелома и металлоостеосинтеза получала семидневное, 
внутримышечное введение водного раствора Тамерита в дозе 0,2 мг/кг массы тела. Животные 
выводились из эксперимента на 40 день опыта. После эвтаназии у них отбирались пробы крови для 
биохимического анализа и кусочки регенерата кости, печени и селезёнки для гистологического 
исследования. Эксперименты проводились в соответствии с положениями Хельсинкской Декларации и 
рекомендациями, содержащимися в Директивах Европейского Сообщества. 

Установлено, что уровень щелочной фосфотазы увеличивается, по сравнению с интактными, у крыс 
контрольных животных на 18,3% и на 30,9% у крыс, подвергнутых остеосинтезу и введению Тамерита. 
Активация фермента в крови наблюдается при ремоделировании костей, что предполагает стимуляцию 
регенераторных процессов в костях за счёт активации фагоцитирующих мононуклеаров. При этом кальций 
в опытной группе животных лучше усваивается из крови костной тканью при введении Тамерита по 
сравнению с контрольными животными, на что указывает повышение его на 19.7%, по сравнению с 
интактными, у контрольных крыс (2,67±0,07ммоль/л) и на 3,6% у опытных (2,31±0,25 ммоль/л). Активность 
кислой фосфотазы к 40 дню опыта увеличивалась у контрольных крыс по сравнению с интактными в 2,6 
раза (1,40 U/л) и в 7,9 раза у опытных (4,20±0,30 U/л), что указывает на интенсивную морфологическую 
перестройку костной ткани [2].  

У контрольных животных костный регенерат в участке перелома представлен хрящевой тканью в виде 
мозоли, по периферии которой формируются костные балки, покрытые остеобластами и остеокластами и 
плотной волокнистой соединительной тканью. В печени контрольной группы животных отмечается 
очаговое расширение просвета центральных и портальных вен и их полнокровие. Центромодуллярно 
определяются очаговые некрозы гепатоцитов. Признаки диффузной зернистой дистрофии, с очаговыми 
некрозом и лимфоцитарной инфильтрацией. В селезенке наблюдается оголение стромы, границы между 
красной и белой пульпой стерты. Визуально обнаруживается снижение числа лимфоцитарных 
фолликулов. После операции с использованием Тамерита, в области дефекта кости отмечается 
замещение соединительной ткани на костную ткань, с поверхности формируется зрелая пластинчатая 
кость. Признаков воспаления не обнаружено. В печени крыс получавших Тамерит наблюдаются 
минимальные структурные изменения в виде очагового полнокровия вен портальных трактов и 
центральных вен. Признаков дистрофических изменений в цитоплазме гепатоцитов и некроза гепатоцитов 
не обнаружено. Сохраняется умеренно выраженный интерстициальный отек, в виде расширения 
синусоидного пространства. В селезенке границы между красной и белой пульпой четкие, лимфатические 
фолликулы с признаками выраженной зональности. 

Таким образом, результаты опыта указывают на участие аминодигидрофталазиндион натрия 
(Тамерит) в активации физиологической функции-регенерации кости.  
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Aminodigidroftalazindion sodium (Tamer), an activator of mononuclear phagocytes. This system includes 

blood cells, the precursors of monocytes - macrophages, bone marrow, circulate in the blood monocytes, organic-
and tissue-specific macrophages. Early precursors of mononuclear phagocytes developing from pluripotent stem 
cells, and are fast acting granulocytopoiesis pool of progenitor cells. Macrophages are present in almost all 
organs and tissues: Kupffer cells (liver), alveolar macrophages (lung), sinus macrophages (spleen), glial cells, 
Langerhans cells (skin), pericardial macrophages, bone marrow macrophages, osteoclasts (bone). Thus, the 
system of mononuclear phagocytes represented a heterogeneous population of cells, united by their origin. 
According to IG Danilova [1]. introduction Tamerita rats leads to increased liver regeneration and protein 
synthesis, increase in the number of megakaryocytes. Based on this, we hypothesized that Tamer affects the 
regeneration of bone tissue. 

 To clarify this, we conducted an experiment on 30 outbred rats, weighing 500-550 g, the same age, of which 
were formed by twin analogue 3 groups of 10 animals each. The first group was intact and did not feel any 
effects. Second - control, where the animals were subjected to a fracture of the femur and subsequent 
intramedullary metal osteosynthesis. [3] The third group of animals was considered an experienced and against 
fracture and metal osteosynthesis received a seven-day, intramuscular injection of an aqueous solution Tamerita 
dose of 0.2 mg / kg body weight. The animals were taken from the experiment on the 40th day of experience. 
After euthanasia, they were taken blood samples for biochemical analysis and pieces regenerate bone, liver, and 
spleen for histological examination. The experiments were conducted in accordance with the Declaration of 
Helsinki and the recommendations contained in the Directives of the European Community. 

 By analyzing blood chemistry data revealed that the level of alkaline phosphatase increased, as compared 
with intact, the rats of the control animals by 18.3% and 30.9% in rats exposed osteosynthesis and introduction 
Tamerita. Increase of this enzyme in the blood in bone turnover, which, in this case, involves stimulation of 
regenerative processes in the bones, apparently due to the activation of mononuclear phagocytes. In this case, 
the calcium in the experimental group of animals is better absorbed from the blood of bone tissue when 
administered Tamerita compared with control animals, as indicated by increasing it to 19.7%, as compared to 
intact, control rats (2,67±0,07 mmol/l) and 3.6% in the experimental (2,31±0,25 mmol/l). Activity of acid 
phosphatase by 40 day experience increased control rats compared to intact 2.6-fold (1,40 U/ L), and 7.9 times in 
the experimental (4,20 ± 0,30 U/l), which indicates the intensity of the morphological reconstruction of bone tissue 
[2]. 

 In control animals bone regeneration at the site of the fracture is presented in the form of cartilaginous tissue 
cartilaginous callus, which are formed at the periphery of the bone beams covered by osteoblasts and 
osteoclasts, and dense fibrous connective tissue. In the liver of the control group animals showed focal 
enlargement of the lumen of the central and portal veins and their plethora. Tsentromodullyarno defined focal 
necrosis of hepatocytes. Signs of diffuse granular dystrophy, with focal necrosis and lymphocytic infiltration. In the 
spleen, there is exposure of the stroma, the boundary between the red and white pulp erased. Visually observed 
decrease in the number of lymphocyte follicles. 

 After the operation, using Tamerita, in the bone defect is noted replace the connective tissue to bone tissue 
from the surface into mature lamellar bone. Signs of inflammation were found. In the liver of rats treated with 
Tamer observed minimal structural changes in the form of focal venous plethora of portal tracts and central veins. 
Signs of degenerative changes in the cytoplasm of hepatocytes and necrosis of hepatocytes were found. Saved 
Moderate interstitial edema, as an extension of sinusoidal space. In the spleen, the boundary between the red 
and white pulp, crisp, lymph follicles with signs of pronounced zoning. 

 Thus, the experimental results indicate the involvement aminodigidroftalazindion sodium (Tamer) in the 
activation of the physiological functions of bone regeneration. 
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Ожоговая травма является самой тяжелой из всех видов травматизма. Одной из основных задач 
лечения обожженных является восстановление кожного покрова. При этом большую опасность 
представляет как местная, так и общая раневая инфекция, тормозящая заживление, способная 
превращать дермальные ожоги в глубокие, препятствовать приживлению трансплантанта и вызывать 
токсические реакции и септические состояния [1]. Поэтому контроль над раневой инфекцией является 
ключевым моментом в комбустиологии и важен не только при глубоких, но и при поверхностных 
поражениях. 

При поверхностных ожогах 2 (эпидермальных) и 3А (субдермальных) степеней восстановление кожных 
покровов и хороший функциональный результат в первую очередь, зависят от своевременно начатого и 
патогенетически обоснованного лечения. Выбор лекарственных средств определяется глубиной ожога, 
стадией течения раневого процесса и характером инфицированности раны. Значительная роль в 
профилактике и лечении раневой инфекции у обожженных отводится антибактериальным препаратам как 
системного, так и местного применения, которые позволяют снизить инвазивный сепсис ожоговой раны и 
вызванные в этой связи осложнения [2]. 

Учитывая рост резистентности микрофлоры к применяемым в комбустиологии антибактериальным 
препаратам, а также возникающие в связи с их применением побочные эффекты, актуальным становится 
поиск новых альтернативных препаратов, обладающих комбинированным, в том числе и антисептическим 
действием. 

В Иркутской институте химии им. А.Е. Фаворского СО РАН на основе продуктов комплексной 
переработки биомассы лиственницы сибирской разработаны оригинальные фармацевтические 
композиции для лечения ожогов. 

На модели термического ожога 2 и 3А степени у крыс линии Wistar было изучено влияние 
разработанных оригинальных фармацевтических композиций на микрофлору ожоговой раны [3]. 
Микробиологическая чистота оценивалась при помощи качественного и количественного 
бактериологического анализа в расчете на 1 г ткани, взятой из глубины ожоговой раны [4]. 

Как показали результаты проведенного исследования, оригинальные фармацевтические композиции 
помимо хорошего ранозаживляющего эффекта обладают и антимикробным действием. Они существенно 
(почти в 2 раза) по сравнению с контролем снижают содержание как грам(+), так и грамм(-) 
микроорганизмов и общее количество грибов рода Candida в 1 г ткани ожоговой раны начиная с 3 суток 
после ожога и поддерживают “бактериологическую чистоту” раны (содержание грам(+), грамм(-) 
микроорганизмов и грибов рода Candida составляет менее 103) в опытных группах до конца эксперимента. 

Таким образом, разработанные на основе продуктов комплексной переработки биомассы лиственницы 
сибирской оригинальные фармацевтические композиции являются перспективными препаратами для 
лечения ожогов, обладающими хорошей ранозащивляющей и антимикробной активностью и требуют 
дальнейшего изучения. 
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Thermal injury is one of the severest types of injuries. One of the basic objectives of this treatment is the 

restoration of the skin covering. At the same time the most dangerous types of thermal injury are local and 
general infections, which prevent the recovery and are able to turn the dermal thermal injuries into the deepest 
ones. They may also prevent the graft retention and cause the toxic reaction and septic conditions [1]. That is 
why, injury infection control is a key moment in combustiology and is very important not only in deep but also 
superficial wounds. 

The recovery of skin coverings and the good functional result firstly depend on the treatment come-in part and 
pathogenetic treatment in particular if the surface of thermal injury is 2 (epidermal) and 3A (subdermal) degrees. 
The choice of cure depends on the depth of the thermal injury, the stage of injury process, and the type of the 
injury infection. The main part in prevention and treatment of injury infection is given to antibacterial medicine both 
of systematic and local administration, which allows decreasing the intrusive sepsis of thermal injury as a result of 
complication [2]. 

Taking into account the micro flora resistance growth to the administration in the combustiology with the help 
of antibacterial medicine, and also the side effects caused by this treatment, the search of new alternative 
medicine (which may be combined medicine and antiseptic medicine) becomes urgent. 

The innovator pharmaceutical compositions for thermal injuries on the basis of complex processing of larch 
biomass are worked out in A.E. Favorsky Irkutsk Institute of Chemistry SB RAS. 

The influence of the worked out unique pharmaceutical compositions on the micro flora of thermal injury was 
studied on the basis of rat Wistar thermal injuries 2 and 3A degree [3]. Microbial quality was estimated with the 
help of quality and quantity bacterial examination on 1 gr of tela from the depth of the thermal injury [4]. 

As the result showed, the innovator pharmaceutical compositions in spite of being vulnerary have antimicrobic 
effect. They decrease (almost twice) the amount of gram-negative (-) and gram-positive (+) bacteria and the total 
amount of fungus Candida per 1 gram of injury tela on the 3rd day after the burn had taken place, and are less 
than 103 in experimental groups by the end of the experiment. 

So, worked out on the basis of complex processing of Siberian larch biomass the innovator pharmaceutical 
compositions are the perspective medicine for thermal injuries treatment, they have vulnerary and antimicrobic 
effects and require the further studying. 
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Иммуноферментный анализ (ИФА) биологически активных веществ на современном этапе развития 
аналитических методов [1] позволяет избегать недостатков, присущих традиционным 
хроматографическим методам [2]. Однако синтез реагентов, необходимых для такого анализа, зачастую 
сопровождается трудностями, вызванными структурой определяемого гаптена. 

Одними из наиболее востребованных являются аналитические тест-системы на антибиотики и, в 
частности, на тетрациклин. Для ИФА необходимы антитела, которые можно получить только в результате 
иммунизации животных высокомолекулярными иммуногенами, в качестве которых используют 
ковалентные конъюгаты гаптенов с белками-носителями. 

Мы разработали несколько схем направленной модификации молекулы тетрациклина и провели его 
конъюгацию с бычьим сывороточным альбумином (bovine serum albumin, BSA). Для повышения 
специфичности и исключения влияния линкера и белка-носителя на получаемые антитела синтезирован 
ряд иммуногенов с различной структурой. Модификацию проводили по амидной группе (1, 6), по 
ароматическому кольцу (2, 4, 5), и по гидроксильной группе (3), используя линкеры различной структуры и 
длины. Полученными иммуногенами произведена иммунизация мышей линии Balb/C. По результатам ИФА 
в плазме иммунизированных мышей содержатся антитела, которые специфично взаимодействуют с 
различными конъюгатами тетрациклина и не дают перекрестных реакций с белком-носителем. 
Синтезированы также конъюгаты тетрациклина с пероксидазой хрена. 
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Разработанные методы позволяют вводить в белок необходимое число модификаций: от 

минимального с целью сохранения биологической активности фермента, до максимального для получения 
иммуногенов, а также варьировать линкер и сайт связывания антигена с белком-носителем для 
исключения продуцирования антител на посторонние эпитопы. 
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At the present state of analytical methods [1], immunosorbent assay (ELISA) of biologically active substances 
allows us to avoid the drawbacks of traditional chromatographic methods [2]. However, synthesis of reagents 
needed for such an analysis is often accompanied by difficulties caused by the structure of the defined hapten. 

Analytical test systems for antibiotics and, in particular, tetracycline are the most popular methods. ELISA 
requires antibodies that can only be obtained by immunization of animals with macromolecular immunogens, 
which are mainly covalent conjugates of haptens with carrier proteins. 

We have developed several schemes of directed modification of the tetracycline molecule and carried out its 
conjugation with bovine serum albumin (BSA). In order to improve the specificity and to exclude the effect of the 
linker and the carrier protein on the antibodies obtained, a range of immunogens with different structures has 
been synthesized. The modification has been carried out via the amide group (1, 6), the aromatic ring (2, 4, 5), 
and the hydroxyl group (3) using linkers of different structures and lengths. 

Balb/C mice have been immunized with the immunogens described before. According to the results of ELISA, 
plasma of the immunized mice contained antibodies that specifically interact with different conjugates of 
tetracycline and do not cross-react with the carrier protein. Conjugates of tetracycline with horseradish peroxidase 
have also been synthesized.  
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The methods developed allow us to introduce the required number of modifications into protein molecules: 
from minimum to preserve the biological activity of the enzyme, to maximum to produce immunogens, and to vary 
the linker and the antigen binding site with the carrier protein to prevent the production of antibodies to foreign 
epitopes. 
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В последние десятилетия при изучении биологической активности известных и синтезе новых 
биологически активных веществ (БАВ) главное внимание исследователями уделяется рецепторам, но не 
выяснению закономерностей структура-активность. Анализируя связь структура-активность различных 
классов БАВ нами установлены следующие закономерности. 

1. Вещества (RH), имеющие активный атом водовода в следующих фрагментах (FRG) молекулы 
обладают биологической активностью: 

 
Биологическая активация веществ (RH), имеющих эти фрагменты в своих структурах происходит in vivo 

в свободнорадикальных реакциях отщепления атома водорода:  

 
2. Вещества (R), имеющие ФРГ с ненасыщенной  функцией  

 
активируются in vivo в реакциях присоединения свободных радикалов: 

 
3. Биологическая активация может происходить в одноэлектронных  реакциях 
окисления/восстановления, ведущих  к образованию катион или анион свободных радикалов: 

 
Таким образом, вещества, имеющие ФРГ, могут быть легко трансформированы in vivo в 
свободнорадикальное состояние  (в реакции с окислительными ферментами, эндогенными 
метаболическими свободными радикалами, цитохромными системами), которые представляются как  
биологически активные структуры, и, следовательно, они не нуждаются в каких-либо рецепторах для 
проявления биологического/химического эффекта.  Следовательно, активированные БАВ (т.е. 
свободные радикалы БАВ) действуют как свободнорадикальные инициаторы многих 
свободнорадикальных цепных реакций  в биологических системах. Биорегуляторы в 
свободнорадикальном состоянии могут соединяться с любым веществом клетки (гипотетический 
рецептор), что в действительности отражает последствия, но не причины активации БАВ. 
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In the last decades researchers studying biological activity of the known substances and designing new 

biologically active substances (BAS) have focused their attention on the receptors, but not on the structure/activity 
relationship. Analyzing structure/activity relationship of diverse classes of BAS we have found the following 
fundamental patterns.  

1. Substances (RH) having an active hydrogen atom in the following fragments (FRG) of the molecule 
possess in biological activity: 

 
Biological activation of substances (RH) having these fragments in their structures occurs in vivo in the free 

radical abstraction reactions of an hydrogen atom:  

 
2. Substances (R) having FRG with unsaturated function such as 

 
possess in biological activity and are activated in vivo in the free radical addition reactions: 

 
3. Biological activation of chemicals can also occur in one electron oxidation/reduction reactions leading to the 
formation of cation or anion free radicals: 

 
Thus, chemicals that have FRG can be easy in vivo converted to a free radical state (in the reaction with 
oxidative enzymes, endogenous metabolic free radicals, cytochrome systems) that are presented as 
biologically active structures, and hence they do not require any receptors to exert biological/chemical effects. 
Hence, activated BAS (i.e. free radicals of BAS) act as free radical initiators of many free radical chain 
reactions into biological systems. Bioregulators in the free radical state can conjugate with any cellular 
substance (forming the putative receptor), and in fact this reflects the consequences but not the causes of the 
BAS activation.   
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В настоящее время разработано и введено в клиническую практику значительное число 
дисульфидсодержащих препаратов, изменяющих редокс-состояние и оказывающих физиологически 
значимый эффект на клетки. Так, синтетический аналог окисленного глутатиона (GSSG) – 
фармакологический препарат глутоксим® (динатриевая соль GSSG с нанодобавкой платины, «ФАРМА-
ВАМ», Москва) используется как иммуномодулятор и гемостимулятор в комплексной терапии 
бактериальных и вирусных заболеваний, псориаза, лучевой и химиотерапии в онкологии. Другой  
препарат - моликсан («ФАРМА ВАМ», Москва), комплекс глутоксима и нуклеозида инозина, имеет 
противовирусный, иммуномодулирующий и гепатопротекторный эффекты; применяется в терапии острого 
и вирусного гепатита В и С, микст-гепатита и цирроза печени. Однако механизмы клеточного и 
молекулярного действия этих препаратов далеки от полного понимания.  

Ранее нами было впервые обнаружено, что GSSG и глутоксим увеличивают внутриклеточную 
концентрацию Са2+, [Ca2+]i, вызывая мобилизацию Са2+ из тапсигаргин-чувствительных Са2+-депо и 
последующий вход Са2+ в перитонеальные макрофаги крысы [1] (рис. 1а). Позднее было показано, что 
моликсан оказывает аналогичный эффект на [Ca2+]i в макрофагах [2].  

Полиненасыщенная арахидоновая кислота (АК) и продукты ее окисления являются одной из 
важнейших сигнальных систем в клетках. Ферменты метаболизма АК имеют высокую редокс-
чувствительность и являются мишенью для окисляющих и восстанавливающих агентов.  Одним из 
ключевых событий в активации макрофагов является продукция большого количества эйкозаноидов, 
продуктов метаболизма АК. В перитонеальных макрофагах АК, освобождаемая из мембранных 
фосфолипидов под действием фосфолипазы А2, легко окисляется по циклооксигеназному и 
липоксигеназному путям [3]. Ранее нами было показано участие циклооксигеназного пути окисления АК в 
действии глутоксима и моликсана на [Ca2+]i в макрофагах [4]. В связи с этим, представлялось 
целесообразным исследовать также возможную роль липоксигеназного пути окисления АК в действии  
глутоксима и моликсана на [Ca2+]i в перитонеальных макрофагах крысы.  

Для выявления возможного участия липоксигеназного пути метаболизма АК использован ингибитор 
липоксигеназ – нордигидрогуаретиковая кислота (НДГК). С использованием флуоресцентного Са2+-зонда 
Fura-2AM показано, что преинкубация макрофагов в течение 5 мин с 10 мкМ НДГК приводит к практически 
полному подавлению Са2+-ответов, индуцированных 100 мкг/мл глутоксима (рис. 1б)  или 100 мкг/мл 
моликсана. Полученные данные свидетельствуют об участии продуктов и/или ферментов 
липоксигеназного пути окисления АК в действии глутоксима и моликсана на [Ca2+]i в макрофагах. 

 
Рис. 1. Влияние нордигидрогуаретиковой кислоты (НДГК) на Са2+-ответы, индуцированные глутоксимом в макрофагах. 
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A number of disulfide-containing drugs affecting redox-state and having prominent physiological effect have 
clinical value. Thus, a synthetic analogue of oxidized glutathione (GSSG) pharmacological drug glutoxim (GSSG 
disodium salt with platinum nanoaddition, «PHARMA-VAM», Moscow) is applied as immunomodulator and 
hemostimulator in therapy of bacterial and viral diseases, psoriasis, radio- and chemotherapy of oncological 
disorders. Another disulfide-containing drug – molixan (PHARMA-VAM, Moscow), glutoxim in complex with 
nucleoside inosine, has antiviral, immunomodulative and hepatoprotective effect and is used in the therapy of 
hepatitis B and C, mixed hepatitis and liver cirrhosis. However, the mechanisms of their cellular and molecular 
effects are still unclear. 

Recently, we showed for the first time that GSSG and glutoxim increase intracellular Ca2+ concentration 
[Ca2+]i, due to mobilization of Ca2+ from thapsigargin-sensitive Ca2+ stores and subsequent Ca2+ influx in rat 
peritoneal macrophages [1] (fig. 1a). Later, the same effect on [Ca2+]i was shown for molixan [2]. 

Polyunsaturated arachidonic acid (AA) and its oxidation products constitute one of the main signaling systems 
in cells. AA metabolism enzymes have high redox-sensitivity and can be targets for the action of oxidizing and 
reducing agents. Production of a high level of eicosanoids is one of the central events in macrophage activation. 
In rat peritoneal macrophages AA, released from membrane phospholipids by phospholipase A2,  is oxidized via 
cyclooxygenase and lipoxygenase pathways [3]. Recently, we showed the involvement of AA metabolizm 
cyclooxygenase pathway in the effect of glutoxim and molixan on [Ca2+]I in macrophages [4]. Therefore, the aim 
of the present work was to investigate the possible role of AA metabolism  lipoxygenase pathway in the effect of 
glutoxim and molixan on [Ca2+]I in rat peritoneal macrophages.  

In order to elucidate the possible involvement of AA metabolism lipoxygenase pathway we used lipoxygenase 
inhibitor – nordihydroguaiaretic acid (NDGA). Using Fura-2AM microfluorimetry it was shown that the 
preincubation of macrophages with 10 µM NDGA for 5 min before 100 µg/ml glutoxim (fig. 1b) or 100 µg/ml 
molixan addition almost completely suppressed Ca2+-responses induced by glutoxim or molixan. The results 
suggest the involvement of enzymes and/or products of AA metabolism lipoxygenase pathway in the effect of 
glutoxim or molixan on [Ca2+]I in macrophages.  

 

 
Fig. 1. The effect of nordihydroguaiaretic acid (NDGA) on Ca2+-responses induced by glutoxim in macrophages. 
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Кумарини та хромони широко розповсюджені у природі та володіють широким спектром біологічної дії, 
в т.ч. протимікробними, протипухлинними, фунгіцидними, антикоагуляційними, антиоксидантними 
властивостями тощо. Тому не дивно, що пошук нових лікарських препаратів досить часто ведеться серед 
синтетичних аналогів речовин саме цих класів. Одним із найпоширеніших підходів до хімічної модифікації є 
введення гетероциклічних замісників у різні положення корових структур.   

Відомо, що мішенями багатьох кумаринів та хромонів є ферменти системи біосинтезу нуклеїнових 
кислот (НК) - ДНК- та РНК-полімерази, топоізомерази, гелікази, теломераза та ін. Ми синтезували серію 
гетарильних похідних цих класів (близько 40 структур), що містять залишок заміщеного чи конденсованого 
тіазолу чи фурану, й дослідили їхній вплив на активність ряду ферментів біосинтезу НК in vitro.  

Використовували модельні тест-системи транскрипції на основі РНК-полімерази бактеріофагу Т7 
(Т7пол), релаксації ДНК топоізомеразою І E. coli (ТопоІ) та синтезу теломерної ДНК теломеразою людини. 
В першому випадку ДНК-матрицею служила лінеаризована плазміда pTZ19R, для проведення релаксації 
ДНК використовували суперспіралізовану плазміду pTZ19R. Вплив сполук на активність теломерази in vitro  
вивчали методом TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol, метод ампліфікації теломерних повторів). 
Реакційні суміші аналізували за допомогою електрофорезу в агарозному чи поліакриламідному гелі. Як 
контроль в усіх експериментах проводили відповідні ферментативні реакції за відсутності інгібіторів. 

Серед досліджених похідних кумаринів і хромонів не було виявлено інгібіторів теломерази, активних у 
концентраціях 50-100 мкМ.  

Більшість досліджених сполук у цьому ж діапазоні концентрацій не впливали також на активність ТопоІ 
– ні як інгібітори фермента, ні як його “отрути” (poisons), що блокують процес повторної зшивки вже 
розрізаної ДНК. Лише дві похідні кумарину в даних умовах показали деяку інгібуючу активність щодо 
топоізомерази. Одночасно було виявлено дві похідні фуранкарбонової кислоти з досить рідкісним типом 
біологічної активності – ці 3-гетарилкумарини є стимуляторами розщеплення суперспіралізованої ДНК 
ферментом. Слід зазначити, що речовини, які діють у системі топоізомерази І, в більшості випадків не були 
активними в реакції транскрипції. 

Скринінг у модельній системі транскрипції виявив ряд похідних зі значною концентраційно-залежну 
інгібуючою активністю. Знайдено декілька речовин із IC50 в межах 11-64 мкМ (1-6). Виявлено достовірний 
ефект локальної стимуляції транскрипції сполукою (6) в області низьких концентрацій (7-9 мкM). В цілому, 
тіазольні похідні активніші від фуранових. У будові активних інгібіторів присутні деякі спільні риси. Це 
специфічна S-подібна форма молекули, ймовірно, оптимальна для взаємодії лігандів із транскрипційним 
комплексом, а також наявність гідрофобного ароматичного фрагмента та функціональних замісників, 
здатних утворювати водневі та інші міжмолекулярні зв’язки. 
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Досліджені сполуки можна вважати специфічними інгібіторами РНК-полімерази, оскільки вони лише 

незначною мірою впливають на активність інших ферментів біосинтезу НК. 
За допомогою електрофоретичного методу Mobility Shift дослідили взаємодію речовин із ДНК. Метод 

ґрунтується на гальмуванні руху ДНК в гелі при утворенні її комплексу з лігандом. Внаслідок цього смуга 
ДНК, що ефективно взаємодіє з останнім, відстає від смуги контрольної (вільної) ДНК. Експерименти, 
проведені на плазміді pTZ19R, показали, що досліджені сполуки практично не впливають на її рухливість, 
тобто слабко зв’язуються з двоспіральною ДНК. Тому можна припустити, що ці інгібітори транскрипції 
взаємодіють у першу чергу з РНК-полімеразою чи транскрипційним комплексом.   

Тестування протимікробних властивостей сполук щодо ряду бактеріальних патогенів, як грам-
позитивних (Staphylococcus aureus), так і грам-негативних (синьогнійна паличка Pseudomonas aeruginosa) 
не виявило речовин зі значною активністю. В той же час, численні похідні ефективно інгібували ріст грибків 
Candida albicans у концентрації 100 мкМ: 11 сполук через дві доби забезпечили повне, а ще дві – часткове 
пригнічення росту збудника в культурі in vitro. Прямої кореляції з рівнем інгібування транскрипції не 
спостерігалося, проте фунгіцидну дію виявили всі сполуки, тою чи іншою мірою активні щодо ТопоІ. 

Таким чином, встановлено значну активність та специфічність дії гетарил-заміщених кумаринів і 
хромонів як інгібіторів транскрипції in vitro. Така специфічність є перевагою для можливого терапевтичного 
використання сполук. Ряд досліджених речовин виявляє значну протигрибкову активність. 
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Coumarins and chromones are widespread in nature and possess a broad spectrum of biological activity, 
including antimicrobial, antitumor, antifungal, anticoagulant, antioxidant and other properties. So it is not 
surprising that the search for new drugs is quite often performed among the synthetic analogs of these 
compounds. One of the most common approaches to chemical modification is the introduction of heterocyclic 
fragment at various positions of the core structures. 

Many coumarins and chromones are known to target the enzymes of nucleic acid (NA) biosynthesis system – 
DNA- and RNA-polymerases, topoisomerases, helicases, telomerase, etc. We have synthesized a series of 
hetaryl derivatives of this class of compounds (about 40 structures) containing substituted or condensed thiazole 
and furan fragments and studied their effect on activity of some NA biosynthesis enzymes in vitro. 

Experiments were carried out in enzymatic test systems including the transcription system based on 
bacteriophage T7 RNA-polymerase (T7pol), DNA relaxation by E. coli topoisomerase I (TopoI), and the synthesis 
of telomeric DNA by human telomerase. In the first case the linearized plasmid pTZ19R was used as DNA 
template. DNA relaxation assay was performed with a supercoiled plasmid pTZ19R. The effect of compounds on 
telomerase activity in vitro was analyzed by the TRAP method (Telomeric Repeat Amplification Protocol). The 
reaction mixtures were analyzed by electrophoresis in agarose or polyacrylamide gel. In all experiments 
corresponding enzymatic reactions performed in the absence of inhibitors were used as a control.  

No coumarin or chromone derivative was found to inhibit telomerase at 50-100 μM concentration. 
Most investigated compounds also did not affect TopoI activity in the same concentration range, neither as 

enzyme inhibitors nor its poisons that block religation of the already cleaved DNA. Only two coumarins were 
found to demonstrate some inhibiting activity against topoisomerase under these conditions. At the same time, we 
have identified two derivatives of furancarboxylic acid with a quite rare type of biological activity – these 3-
hetarylcoumarins stimulate the cleavage of supercoiled DNA by the enzyme. It should be noted that in most cases 
compounds to some extent affecting topoisomerase system did not demonstrate activity in transcription reaction.   

The screening in model transcription system revealed a number of derivatives with high concentration-
dependent inhibition activity. Several compounds with IC50 in the range 11-64 μM (1-6) were found. Compound 
(6) demonstrated a reproducible effect of local transcription stimulation at low concentrations (7-9 μM). In general, 
thiazole derivatives were more efficient inhibitors than furanes. There are some common features in the structure 
of active inhibitors. It is specific S-like form of the molecule which is possibly optimal for ligand interaction with 
transcription complex, and the presence of hydrophobic aromatic fragment and functional substituents able to 
form hydrogen and other intermolecular bonds.  
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Investigated compounds may be considered rather specific inhibitors of RNA-polymerase since they only 

slightly influence the activity of other NA biosynthesis enzymes. 
The interaction of coumarin and chromone derivatives with DNA was studied using the electrophoretic Mobility 

Shift assay. This method is based on the retardation of DNA band in the gel due to the formation of its complex 
with ligand. As a result, the band of DNA effectively interacting with the latter, moves slower that a control (free) 
DNA. Experiments performed on pTZ19R plasmid demonstrated virtually no effect of investigated compounds on 
DNA mobility, i.e. they only weakly bind to double-stranded DNA. Therefore, it can be assumed that these 
transcription inhibitors interact primarily with RNA-polymerase or transcription complex.  

The study of antimicrobial properties of compounds against a number of bacterial pathogens, both gram-
positive (Staphylococcus aureus) and gram-negative (Pseudomonas aeruginosa), did not reveal the substances 
with a significant activity. At the same time, numerous derivatives effectively inhibited Candida albicans at 100 μM 
concentration: 11 compounds provided its full and 2 compounds partial growth inhibition in the culture in vitro in 2 
days. Direct correlation with the level of transcription inhibition was not observed, however, antifungal effect was 
demonstrated by all compounds that are to some extent active with topoisomerase I.  

In conclusion, significant activity and specificity of hetaryl-substituted coumarins and chromones as in vitro 
transcription inhibitors was established. Such specificity is an advantage for potential therapeutic use of these 
compounds. A number of derivatives show high antifungal activity.  



 
 

 191
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Синтезирован новый подкласс гетероциклических формазанов с электронодонорными и 
электроноакцепторными заместителями в фенильном кольце у N5 формазанового цикла – 
хиноксалилформазаны. Строение формазанов подтверждено сходством их УФ и ИК спектров, масс -
спектрами, прямым окислением их в соли тетразолия и восстановлением в исходные формазаны. Новые 
соединения имеют следующие свойства – температура плавления от102 до 180 ͦ С, максимум поглощения 
в видимой области от 400 до 480 нм. Проведено сравнение спектров поглощения в видимой области в 
растворах бензола, диоксана, этанола, спиртовой щелочи и в концентрированной серной кислоте. 

Формазаны представляют интерес как хорошие избирательные аналитические реагенты на тяжелые 
металлы, аминокислоты и другие агенты органической природы. Исследована возможность 
использования четырех видов хиноксалилформазанов, имеющих различное строение радикалов Х (Х = H 
(1 a), CH3 (1 б), OCH3 (1 в), NO2 (1 г)), в качестве органических реагентов для идентификации и 
определения мест локализации ионов токсичных элементов Cd2+ , Pb2+, и биогенных элементов Ni2+, Со2+, 
Cu2+ в клетках периферических слоев зерновки пшеницы] [1, 2]. Растворимость хиноксалилформазанов в 
полярных растворителях позволяет им легко проникать через липидные слои мембран. Общая формула 
строения хиноксалилформазанов представлена ниже. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Исследования, проведенные с использованием спектрофотометрического и гистохимического методов, 
позволили выявить среди синтезированных комплексонов хиноксалилформазан, содержащий метильный 
радикал -(CH3), спектр комплексных соединений которого с изучаемыми металлами обладал большей 
интенсивностью поглощения по сравнению с остальными формазанами. Образованные комплексы с 
металлами визуализировались на поверхности ультраструктур внутриклеточной локализации в виде 
светящихся кристаллидных отложений величиной от 2 до 5 мкм. С помощью рентгеноспектрального ЭДС 
детектора miniCup в системе электронного сканирующего микроскопа JEOL JSM 6390 определили 
содержание в отложениях Pb2+, Cd2+, и Ni2+. На фотографии, полученной с увеличением объекта х4000 
обнаруживаются изучаемые комплексы.  Выполненные исследования позволяют продемонстрировать 
локализацию Cd2+ и Ni2+ в периферических частях зерновки, что является одним из путей изучения 
проявления механизмов толерантности растений к металлическим загрязнениям. 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (проект 12-04-97586  р_центр_а). 
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A new subclass of heterocyclic formazans with electron-donor and electron-accteptor substituents in the 
phenyl ring of N5 formazan cycle - quinoxaline formazans were synthesized. Structure of formazans confirmed by 
similarity of their UV and IR spectra, mass spectra, their direct oxidation in a tetrazolium salt and the reduction to 
the original formazan. The new compounds have the following properties - melting temperature from 102 to 180 ͦ 
C, the maximum absorption in the visible spectrum from 400 to 480 nm. A comparison of the absorption spectrum 
in the visible spectrum in solution of benzene, dioxane, ethanol, spirit alkali and in concentrated sulfuric acid was 
carried out. 

Formazans are of interest as a good selective analytical reagents for heavy metals, amino acids, and other 
agents of organic nature. The usage possibility of four types of quinoxaline formazans having different structure of 
radicals X (X = H (1 a), CH3 (1 b), OCH3 (1 c), NO2 (1 d)), as organic reagents for the identification and 
localization of toxic elements ions Cd2+, Pb2+, and biogenic elements Ni2+, Co2+, Cu2+ in the cells of the peripheral 
layers of wheat grains. Solubility of quinoxaline formazans in polar solvents allows them easily penetrate through 
lipid layers of membranes [1, 2] . The general formula of quinoxaline formazans structure shown below. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Studies carried out using spectrophotometric and histochemical methods, revealed among the synthesized 
complexons quinoxaline formazan containing methyl radical - (CH3), which spectrum of complex compaunds with 
studied metals has a higher intensity of absorption compared to other formazans. Formed complexes with metals 
were visualized on the surface of intracellular localization ultrastructures in the form of luminous crystal sediment 
with size from 2 to 5 microns. Using X-ray spectrum EDS detector miniCup in system of scanning electron 
microscope JEOL JSM 6390 was determined the content of Pb2+, Cd2+, and Ni2+ in the sediments. Studied 
complexes can be found on images, obtained with x4000 enlargement. These investigations allow to demonstrate 
the localization of Cd2+ and Ni2+ in the peripheral parts of the grains, that is one of the ways to study the 
manifestation of tolerance mechanisms of plants to metal contamination. 

This work was supported by the RFBR grant (project 12-04-97586 r_centre_a). 
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ПРОГНОЗ СПЕКТРА БІОЛОГІЧНОЇ АКТИВНОСТІ СПОЛУК ЯК ОСНОВА ДЛЯ ПОШУКУ НОВИХ 
БІОРЕГУЛЯТОРІВ В РЯДІ 4-ТІОПОХІДНИХ ХІНОЛІНУ 
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Методологія пошуку та створення нових біорегуляторів базується на виявленні синтетичних 
модифікацій структур, які підвищують їх активність та зменшують токсичність сполук. Єдиною 
перспективою є використання комплексного підходу, що включає застосування сучасних технологій 
комп’ютерного прогнозування для оцінки імовірних видів біологічної активності хімічних сполук з наступним 
тестуванням сполук, що досліджуються згідно з результатами прогнозу. 

Актуальним питанням стало проведення порівняльної характеристики окремих видів біологічної 
активності сполук, отриманих розрахунковим та експериментальним шляхом для виявлення активних 
структурних дескрипторів, що допоможе в подальшому оптимізувати синтез сполук із заданими видами 
біологічної активності.  

Базовими структурами було обрано 4-тіопохідні хіноліну. Дослідженнями останніх років доведено, що 
поєднання азотовмісного гетероциклу та меркаптокарбонових кислот або меркаптоамінів, призводить до 
появи нових ефектів і посилення біологічної дії, зокрема здатності знижувати вміст продуктів 
вільнорадикального окиснення, проявляти виражений мембранопротекторний, гепатопротекторний, 
нейропротекторний та радіопротекторний ефекти 1,2.  

Для прогнозування спектру біодії  була обрана програма PASS (Prediction of Activity Spectra for 
Substances), яка здатна передбачити за структурною формулою хімічної сполуки понад 1200 видів 
біологічної активності, які включають основні й побічні фармакологічні ефекти, механізми дії, мутагенність, 
канцерогенність, тератогенність та ембріотоксичнiсть. Робота даної системи заснована на аналізі 
залежностей «структура – активність» для речовин з навчальної вибірки, що містить більш ніж 50 000 
різноманітних біологічно активних речовин і постійно поповнюється новими даними, що відбираються як з 
публікацій у науково-технічній літературі, так i з численних баз даних [3]. 

Співставлення даних комп’ютерного прогнозу та експериментального біологічного скринінгу 
антиоксидантної, гепатопротекторної, радіопротекторної активності показує значну відповідність, у першу 
чергу для тих ефектів, що мають вірогідність наявності (Ра) більш ніж 0,4, а вірогідність відсутності 
активності (Рі) у межах 0,05 -0,1. 

Важливим моментом для отримання максимальної відповідності між показниками був вибір адекватної 
біологічної моделі дослідження, яка відтворювала рецепторну мішень дії сполуки, мала високу 
специфічність, дозволила вилучити сторонні фактори впливу, визначити механізм впливу даної сполуки в 
динаміці перебігу патології і встановити кількісні показники протікання даного процесу для визначення 
кореляції. Незначні розбіжності між показниками комп’ютерного прогнозу та даними експерименту, на нашу 
думку, пов’язані з наявністю у вивчених структурах нових дескрипторів, що змінювали вірогідність 
прогнозу. Завдяки проведеному аналізу результатів, ми отримали можливість поповнити базу даних для 
ефективного проведення пошуку біоактивних молекул в даному ряді.  
 
Література: 
1. Токсичність та антиоксидантна активність 4-тіопохідних хіноліну з потенційними радіопротекторними властивостями 

/ М.М. Корнет, О.А. Бражко, О.С. Кругляк та ін. // Фармакологія та лікарська токсикологія. – 2011. - № 3. – С. 11-16.   
2. Залежність біологічної активності N-ацильних похідних 6-алкокси-2-метил-4-меркаптохіноліну від природи 
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біохімічний журнал. – 2010. - Т. 82. - № 3. – С. 49-55. 

3. Прогноз спектра биологической активности органических соединений / Д.А. Филимонов, В.В. Поройков // 
Российский хим. журнал. – 2006. – Т.L., № 2. – С. 66–69. 
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The methodology of search and creation of new bioregulators is based on the identification of synthetic 
modifications of structures which increase the activity and reduce the toxicity of the compounds. The only 
prospect is to use a comprehensive approach that includes the use of software computer prediction according to 
the possible biological activities of chemical compounds with the subsequent testing of compounds that are 
studied the results of the forecast. 

The comparative characteristics of certain types of biological activity of the compounds obtained by calculation 
and experiment in order to detect active structural descriptors was relevant issue. This will help to optimize the 
synthesis of compounds with desired biological activities. 

4-Thiosubstituted quinoline were elected as basic structures. Researches have shown that the combination of 
nitrogen-containing heterocycle and mercaptocarboxylic acid or mercaptoamines leads to the new effects and 
enhancement of biological activity, including the ability to reduce the content of free radical oxidation products and 
to show the expressed membranoprotective, hepatoprotective, neuroprotective and radioprotective  
effects 1,2. 

Program PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) has been selected in order to predict the 
spectrum of biological activity. This program is able to provide over 1200 biological activities according to the 
structural formula of a chemical compound. They include the main and additional pharmacological effects, 
mechanisms of action, mutagenicity, carcinogenicity, teratogenicity and embryotoxicity . The operation of this 
system is based on the analysis of dependencies "structure - activity" for the substances of the training sample, 
that contains more than 50,000 various biologically active substances and is constantly updated with new 
selected data from the publications in the sphere of scientific literature and the many databases [3]. 

The comparison of the data of computer predictions and experimental biological screening of antioxidant, 
hepatoprotective, radioprotective activity shows a significant match, especially for those effects which have the 
accuracy of availability (Pa) of more than 0.4 and the validity of inactivity (Pi) to within 0,05-0,1. 

The important issue to maximize consistency between indicators was the selection of appropriate biological 
research model, which reproduced the receptor target of the compounds, had a high specificity and allowed to 
remove extraneous influences, to determine the mechanism of the effect of this compound in the course of 
disease dynamics and to set numerical targets for the flow of the process for determining correlation. We believe 
that minor discrepancies between computer predictions and experimental data, due to the presence of studying of 
the structure of new descriptors have changed the accuracy of the forecast. Thanks to the analysis of the results, 
we were able to fill up the database for effective search of bioactive molecules in this series. 
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Розробка нових біохімічно активних комплексних мікроелементвмісних сполук є однією з актуальних 
проблем сьогодення [1,2]. 

Метою дослідження було вивчення ефективності впливу антианемічного препарату комплексної дії 
„Сілкефер’’, що має гемопротекторну і гемостимулюючу активність на біохімічні показники крові ягнят в 
період їх відлучення від вівцематок. За схемою проведення дослідної роботи тваринам внутрішньом’язово 
двічі по 3 см3 вводили препарат з інтервалом п’ять днів. Яркам контрольної групи вводили фізіологічний 
розчин 0,9 % NaCL, тваринам першої дослідної групи –„Cілкефер”, другої – „Броваферан” у аналогічній 
кількості. 

„Сілкефер” – це розроблений нами комплексний препарат імуноглобулінів з мікроелементами, який 
являє собою прозору рідину коричневого або світло-коричневого кольору (100 см3 препарату містить 
FеSО4 *7 Н20 – 10 г, CoSО4*7Н2О – 5 г, Na2SeСO3 – 0,25 г). В основі розробки нового способу отримання 
комплексного металоглобулінового препарату було покладено спосіб “Біомосів” – біологічно активних 
металоорганічних сполук. Із метою модифікації технології виробництва імуноглобулінових препаратів нами 
пропонується проводити осадження імуноглобулінів сироватки крові за допомогою розчину тіосульфату 
натрію, який використовується в гуманній та ветеринарній медицині і має протипаразитарні, протитоксичні, 
протизапальні і десенсибілізуючі властивості. Осадження імуноглобулінів відбувається з сироватки крові 
тварин тієї популяції, яка потребує антианемічної корекції [3].  

Найважливішим фактором, який визначає рівень плазмового Феруму, є взаємодія процесів синтезу і 
розпаду еритроцитів. На початку експерименту кількість еритроцитів коливалась в межах від 6,80 до 7,60 
Т/л. Аналізуючи отримані дані наприкінці експерименту, нами встановлено поступове зростання 
концентрації Феруму у тварин дослідних груп залежно від його ендогенного отримання з препаратами. Але 
у тварин першої дослідної групи кількість цього елементу була достовірно вищою і наприкінці 
експерименту на 23 % відносно другої дослідної групи, та на 41 % вище від показників контрольної групи 
тварин (р<0,05), що можна пояснити формою застосованих препаратів. У препараті “Сілкефер” Феррум 
знаходиться у формі комплексу, що має більш пролонгований ефект позитивного впливу на організм 
овець. 

 
Рис.1. Динаміка вмісту трансферину у плазмі крові овець, % 

За нашими даними (рис.1), відсоток насичення трансферином плазми крові дослідних тварин першої 
групи збільшувався поступово, що відповідає фізіологічній нормі,  досягши свого максимуму на 30 добу. 

Таким чином, використання розробленого нами препарату “Сілкефер” сприяло більш швидкому 
поновленню вмісту Феруму в організмі овець та компенсації латентної форми анемій.   
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The development of new biochemical active composite microelement containing compounds is one of the 
actual problems now [1,2]. 

Test objective was the study of influence efficiency antianemic preparation of complex action “Silkefer” which 
has hemoprotective and hemostimulating activity on biochemical indices of lamb blood in the weaning period. 
According the arrangement of the research work the animals were injected 3 sm3  of preparation with the interval 5 
days. Young ewes in the screening group got normal saline solution 0,9 % NaCL,, the animals of the first studied 
group got “Silkefer”, another group got “Brovaferan” in the same quantity. 

“Silkefer” is developed by our researchers composite preparation of immunoglobulin and microelements which 
represents transparent liquid of brown or light brown colour ( 100 sm 3  of the preparation contain FеSО4 *7 Н20 – 
10 g, CoSО4*7Н2О – 5 g, Na2SeСO3 – 0,25 g). Inherently the development mode acquisition composite 
metaglobuline preparation was “Biomos” method of biologic active organometallic compounds. For the purpose of 
modification of manufacture technology of immunoglobulin preparation we offer to implement the sedimentation of 
immunoglobulin in the blood serum with sodium thiosulfate which is used in human and veterinary medicine and 
has antiparasitic, antitoxic, anti-inflammatory, desensitizing properties. The sedimentation of immunoglobulin is 
put into effect from the blood serum of that animal population, which needs antianemic correction [3]. 

The most important factor which indicates the level of serum Ferrum is the interaction process of synthesis 
and destruction of erythrocytes. At the beginning of the experiment the number of erythrocytes ranged between 
6,80 and  7,60 Т/л. Having analyzed the data obtained at the end of the experiment, we stated the gradual 
increasing of Ferrum concentration in the animals of studied groups depended on its endogenous acquisition with 
preparations. But in the animals of the first studied group the quantity of this element was reliably higher and at 
the end of the experiment it was 25% higher than in the second group and 41% higher than in the control group of 
animals (р<0,05), that could be explained by the form of the used preparation. In the case of “Silkefer” Ferrum is 
in the complex form that gives more prolonged effect of positive influence on sheep organism. 

 
Figure 1. Dynamic of transferin content in the sheep blood serum % 
 

According to our data (Figure 1) the saturation percentage of blood serum with transferin in sheep of the first 
group increased gradually that corresponded to the physiological standard and reached its maximum on the 30rd 
day. 

Hereby the administration of developed preparation “Silkefer” stimulated the renewal Ferrum content in the 
sheep organism and compensation of latent anaemia form. 
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Метою наших досліджень була оцінка біологічної активності нових фосфорильованих 
пептидоміметиків [1] з використанням живої тест-системи органної культури ізольованих кровоносних 
судин за впливом на їх тонус. Дослідження проводились на кільцевих сегментах (2 мм) аорти щурів, 
попередньо скорочених агоністом α1-адренорецепторів фенілефрином (10-5 М), як це було описано нами 
раніше [2]. 

Тестування виявило вазодилатуючий ефект пептидоміметиків, кількісне значення якого залежало від їх 
хімічної структури (таблиця). Найбільшу активність проявили сполуки II та III, котрі у порівняно низькій 
концентрації (10-6 М) достовірно зменшували тонус судин. Інші сполуки виявили суттєву активність в 
порівняно більш високих концентраціях: 5·10-6 М – V та 10-5 М – I, IV, та VI. В якості референc-препарату 
використовували відомий вазодилататор нітрендипін – блокатор потенціал залежних Са2+-каналів L-типу. 
Як видно з таблиці, концентраційні залежності вазодилатуючої активності синтезованих нами сполук II та III 
та нітрендипіну подібні. Як відомо, Са2+-канали L-типу, на відміну від м’язових клітин судин, відсутні в 
ендотеліальних клітинах, і тому виявлене падіння тонусу кровоносних судин при дії похідних 
фосфорильованих пептидоміметиків, на наш погляд, може бути викликане пригніченням кальцієвої 
системи сигналізації непосмугованих міоцитів за певної участі Са2+-каналів L-типу, що може бути 
предметом подальших досліджень. 
 

№ Сполуки % від скорочення викликаного фенілефрином (10-5 M) 
Концентрація сполук, М 

1·10-6 5·10-6 10-5 
I 

 

100±0 94,2±2,9 77,4±2,8* 

II 

89,1±2,8* 33.3±2.2* 27,1±1,1* 

III 

90,3±2,7* 43,5±2.5* 22,2±1,0* 

IV 

100±0 94,4±3,2 71,2±2,5* 

V 

100±0 70,6±2,8* 45,2±1,8* 

VI 

100±0 92,4±3,9 85,2±2,9* 

Нітрендипін 89.0±2.7* 33.2±2.6* 29.1±1.9* 

 
Література: 
1. O. Lukashuk, K. Kondratyuk, A. Golovchenko, V.Brovarets, V. Kukhar // Heteroatom Chem., 2013, in press. 
2. І. Н. Яковенко, О. В. Шабликін, О. П. Козаченко, В. С. Броварець // Журн. орг. та фарм. хімії, 2012, т. 10, №3, с. 56-58. 
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VASOACTIVE PROPERTIES INVESTIGATION OF NOVEL PHOSPHORYLATED PEPTIDOMIMETICS 
 

Lukashuk O.I., Kondratyuk К.М., Golovchenko О.V., Iakovenko I.N.,  
Zhyrnov V.V., Brovarets V.S. 

 
Institute of Bioorganic and Petroleum Chemistry, NAS of Ukraine, Kyiv; Ukraine  

e-mail: brovarets@bpci.kiev.ua 
 

The aim of our study was to evaluate the biological activity of new phosphorylated peptidomimetics [1] using a 
live test system organ culture of isolated blood vessels by the influence of their tone. Research was carried on 
segments of rats aorta rings (2 mm) previously constricted by agonist α1-adrenoceptor phenylephrine (10-5 M), as 
described earlier [2]. 

Testing showed vasodilation effect of peptidomimetics, the quantitative value of which depended on their 
chemical structure (table). Greatest activity showed compounds II and III, which are in relatively low 
concentrations (10-6 M) significantly reduced of vascular tone. Other compounds found important activity in 
relatively higher concentrations: 5•10-6 M - V and 10-5 M - I, IV, and VI. As reference drug famous vasodilator 
nitrendipine - blocker of potential dependent Ca2+-channel L-type used. As seen from table the concentration 
dependence of vasodilation activity synthesized by us compounds II and III and nitrendipine similar. It is known 
that Ca2+-channel L-type, unlike vessels muscle cells, absent in endothelial cells. Falling tone of blood vessels 
showed under the action of phosphorylated derivatives peptidomimetics, in our view, may be caused by inhibition 
of smooth muscle cells calcium signaling system with some involvement of Ca2+-channel L-type, which may be 
the subject of further research. This assumption additionally confirmed by the results that performed by us on 
isolated aortic segments with mechanically removed endothelium, which showed no significant quantitative 
differences of tested compounds influence on intact vessels and without endothelium. 
 

№ Substances % of contraction caused by phenylephrine (10-5 M) 
Concentration of substances, М 

1·10-6 5·10-6 10-5 
I 

100±0 94,2±2,9 77,4±2,8* 

II 

89,1±2,8* 33.3±2.2* 27,1±1,1* 

III 

90,3±2,7* 43,5±2.5* 22,2±1,0* 

IV 

100±0 94,4±3,2 71,2±2,5* 

V 

100±0 70,6±2,8* 45,2±1,8* 

VI 

100±0 92,4±3,9 85,2±2,9* 

Nitrendipine 89.0±2.7* 33.2±2.6* 29.1±1.9* 
 
References: 
1. O. Lukashuk, K. Kondratyuk, A. Golovchenko, V.Brovarets, V. Kukhar // Heteroatom Chem., 2013, in press. 
2. I.N.Yakovenko, O.V.Shablykin, O.P.Kozachenko, V.S.Brovarets // J. Org Pharm. Chem. , 2012, Vol. 10, N3, p. 56-58. 
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ВЛИЯНИЕ ОКСИДА АЗОТА НА КИСЛОРОДНЫЙ РЕЖИМ КЛЕТКИ 
(МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ) 

 
Лябах К.Г. 

 
Международный научно-образовательный центр информационных технологий и систем НАН Украины 

Киев, Украна 
e-mail: katya.e.g@gmail.com 

 
Исследовалось влияние наномолярных концентрациях NO на кислородный режим мышечные клетки. С 
помощью математического моделирования диффузии - реакции O2, NO и миоглобина в мышечных 
клетках были рассчитаны внутриклеточные распределения скоростей потребления кислорода, рО2, 
концентрации NO и миоглобина. Модель представляет собой систему дифференциальных уравнений в 
частных производных, описывающих стационарный режим капиллярного транспорта О2 кровью, путем 
трехмерной диффузии кислорода, а также его  и потребление в клетке. Клетка и окружающие ее 
капилляры представлют собой  микроциркуляторную единицу (MCU) , в которой рассчитываются 
характеристики кислородного режима [1].Модель позволяет рассчитать распределение NO , О2 в  объеме 
MCU,  найти средние значения скорости потребления и напряжения кислорода, а также напряжение 
кислорода в венозной крови и минимальное значение в  ткани. Мы можем рассчитать параметры зоны 
гипоксии  в клетке  и оценить степень ингибирования митохондриального дыхания в условиях гипоксии. 
Для описания участия миоглобина  в формировании кислородного режима мы разработали модель 
плоской радиальной диффузии O2. Согласно расчетам, NO грубо регулирует кислородный режим клетке, 
так как активность митохондрий ингибируется во всем объеме клетки. Это приводит к увеличению  РО2 
ткани. Вычислительные эксперименты оказали, что присутствие миоглобина способно модулировать 
влияние NO на кислородный режим. Миоглобин не только улучшает доставку кислорода тканям, но он 
может локально влиять на концентрацию NO. Выступая в качестве поглотителя NO в области клетки, 
которая хорошо  оксигенирована,  миоглобин  восстанавливает нитрит в  оксид азота там, где кислородное 
снабжение недостаточно. Так путем ингибирования дыхания  при недостатке О2  Mb вместе с NO может 
обеспечить тонкую регуляцию кислородного режима мышц, устраняя несоответствия между доставкой и 
расходом О2 в клетке.  
 
Литература 
1. Lyabakh K. Mathematical modeling of oxygen transport in skeletal muscle during exercise: hypoxia and VO2 max // 

Adv.Exper. Med. Biol., 1999 ,471, P. 585-593. 
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INFLUENCE OF NITRIC OXIDE ON THE OXYGEN REGIME OF CELL (MATHEMATICAL MODELING) 
 

Lyabakh  K.G. 
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e-mail: katya.e.g@gmail.com 

 
The influence of nanomolar concentrations of NO on oxygen regime of muscle cell was investigated.  The 

intracellular distribution of oxygen consumption rates, pO2, NO and myoglobin was calculated by mathematical 
modeling of diffusion reactions of O2, NO and myoglobin in the muscle cell. The diffusion of O2 and NO from blood 
vessel surface into the cell was considered. Our model is a system of differential equations in partial derivatives 
that describes the steady state regime of capillary O2 transport by blood, three-dimensional oxygen diffusion and 
oxygen consumption in a cell in what is referred to as microcirculatory unit (MCU) [1]. The model allows 
calculating the distribution of and throughout the volume of MCU, their mean values and, in venous blood ,  and 
minimum values of tissue. We can calculate the parameters of tissue hypoxia zone and  assess  the degree of 
mitochondrial  inhibition under hypoxical conditions. To describe the participation in oxygen regime formation  of  
Mb we developed model of radial  planar O2  diffusion. According to calculations NO roughly regulates the 
oxygen regime of cell, because it increases tissue pO2 by the inhibition of mitochondria activity in the whole cell 
space.  The presence of myoglobin is capable potentially to modulate the influence of NO on oxygen regime. Mb 
not only contributes to tissue O2 supply, but it can locally affect the NO concentration. Acting as an NO scavenger 
in normoxia zone and as an NO producer in hypoxia zone of cell, Mb together with NO can provide  fine 
adjustment of muscle oxygen regime, increasing tissue pO2 and eliminating a mismatch between oxygen  supply 
and demand. 
 
References: 
1. Lyabakh K. Mathematical modeling of oxygen transport in skeletal muscle during exercise: hypoxia and VO2 max // 

Adv.Exper. Med. Biol.,  1999 ,471, P. 585-593. -  
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ВПЛИВ ПОХІДНОГО МАЛЕІМІДУ НА МОРФОЛОГІЧНИЙ СТАН КИШЕЧНИКА ЩУРІВ 
 

Линчак О.В., Кузнєцова Г.М., Рибальченко В.К. 
 

Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, Україна 
e-mail: lynchak@mail.ru 

 
Порушення регуляції активності протеїнкіназ є основним механізмом, за допомогою якого ракові клітини 

"ухиляються" від нормальних фізіологічних обмежень на ріст і виживання. Тому інгібітори протеїнкіназ – це 
важливий клас цільових терапевтичних препаратів. На сьогодні розроблені та вивченні численні підходи до 
цільового інгібування протеїнкіназ. Деякі з розроблених інгібіторів вже є зареєстрованими лікарськими 
препаратами, що використовуються у терапії раку. Продовжується пошук селективних інгібіторів для 
безлічі інших кіназ, що залучені до розвитку раку та інших захворювань. Перспективною сполукою в цьому 
плані є похідне малеіміду - 1-(4-Cl-бензил)-3-Cl-4-(CF3-феніламіно)-1Н-пірол-2,5-діон (надалі МІ-1), що має 
здатність інгібувати ряд тирозинкіназ, а також проявляє виражену цитостатичну активність по відношенню 
до культур трансформованих клітин. Метою нашої роботи стало вивчення впливу МІ-1 на кишечник щурів, 
який є основним органом всмоктування екзогенних речовин, а також тканиною з високою проліферативною 
активністю.  

Дослідження проведено на 36 білих щурах-самцях з початковою масою 180-200 г. Тварини протягом 5, 
20 та 26 тижнів отримували перорально МІ-1 розчиненого у cоняшниковій олії у дозі 0,027 та 2,7 мг/кг 
(дози відповідають концентраціям 10-6 і 10-4 М, які були ефективними на культурах трансформованих 
клітин). Тварин було поділено на чотири групи: 1 – інтактні щури, 2 – контрольна, яким вводили 
соняшникову олію; 3 – МІ-1 у дозі 0,027 мг/кг; 4 – МІ-1 у дозі 2,7 мг/кг. Тварин знеживлювали наприкінці 5, 
20 та 26 тижня експерименту. Видаляли сегменти тонкої (порожньої) та товстої (ободової, прямої) кишок. 
Взяті шматочки фіксували у нейтральному забуференому формаліні, за стандартною гістологічною 
методикою заливали у парафін. Зрізи товщиною 5-7 мкм забарвлювали гематоксиліном з 
дофарбуванням еозином. Стан тонкої та товстої кишок визначали, базуючись на візуальному 
аналізі препаратів та морфометричних даних. У тонкій кишці вимірювали товщину слизової оболонки, 
довжину ворсинок, діаметр ворсинок і їх строми, глибину крипт. Вимірювали висоту ентероцитів, площу 
поперечного перерізу їх ядер та площу поперечного перерізу келихоподібних клітин. У ободовій і 
прямій кишках вимірювали товщину слизової оболонки, глибину крипт, висоту колоноцитів і площу 
поперечного перерізу їх ядер, а також площу поперечного перерізу келихоподібних клітин. 
Підраховували мітотичний індекс клітин крипт. Результати досліджень обробляли загальноприйнятими 
методами варіаційної статистики. 

У тонкій кишці похідне малеіміду у дозі 0,027 мг/кг через 5 тижнів впливу призводить до пригнічення 
активності епітелію, що супроводжується зменшенням розмірів келихоподібних клітин та ядер ентероцитів. 
Одночасно відбуваються компенсаторні процеси, ознакою яких є збільшення довжини та діаметру 
ворсинок, висоти ентероцитів. При дозі 2,7 мг/кг у тонкій кишці зменшуються розміри келихоподібних клітин 
та ядер ентероцитів, мітотичний індекс, в той же час збільшуються висота ентероцитів і діаметр ворсинок, 
що є ознакою компенсації пригнічених функцій у тонкій кишці. Через 20 та 26 тижнів введення МІ-1 в обох 
досліджуваних дозах на його вплив відреагували тільки ентероцити – збільшилась їх висота та 
зменшились розміри їх ядер, всі інші показники залишались на рівні контролю. 

У товстій кишці під впливом МІ-1 у обох дозах протягом 5 тижнів спостерігається пригнічення 
функціональної активності колоноцитів і зниження проліферативної активності слизової, про що свідчить 
зменшення розмірів колоноцитів та їх ядер, зниження мітотичного індексу. В той же час активуються захисні 
процеси, що виражається у збільшенні продукції слизу келихоподібними клітинами. У слизовій оболонці 
ободової кишки щурів на обох строках тривалого введення препарату при дозі 0,027 мг/кг структурно-
функціональних змін не виникає: всі показники залишаються на рівні контролю. Проте, під впливом МІ-1 у 
дозі 2,7 мг/кг як на 20, так і на 26 тижні експерименту відбувається збільшення товщини слизової оболонки 
ободової кишки та глибини крипт, хоч розміри келихоподібних клітин та колоноцитів, а також їх ядер не 
відрізняються від контролю. У слизовій оболонці прямої кишки при дії МІ-1 у дозах 0,027мг/кг та 2,7 мг/кг 
морфологічних змін не виникає, всі показники лежать у межах контрольних значень.  

Таким чином, через 5 тижнів впливу похідного малеіміду МІ-1 у обох досліджених дозах мають місце 
активні детоксикаційні та компенсаторно-пристосоувальні процеси у слизовій оболонці кишки щурів і 
цитостатичний вплив на епітеліоцити – пригнічується їх проліферація. При 20- та 26-тижневому впливі МІ-1 
деякі із змін, що виникали на 5 тижні, були відсутні, що може свідчити про формування адаптаційних 
реакцій до дії речовини. Зміни, що виникають у кишці під впливом похідного малеіміду МІ-1 не є 
деструктивними, паралельно з даними змінами розгортаються компенсаторні процеси. Тому можна 
зробити висновок, що даний цитостатик є малотоксичним для слизових оболонок тонкої та товстої кишок і 
може бути рекомендований для подальших досліджень.  
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Violation of the protein kinase activity regulation is the main mechanism by which cancer cells evade normal 

physiological constraints on growth and survival. Therefore, inhibitors of protein kinase are an important class of 
the targeted therapeutics. Today numerous approaches to target inhibition of protein kinases are designed and 
investigated. Some of the developed inhibitors are already registered and used as cancer treatments. But search 
of the selective inhibitors for a variety of other kinases involved in cancer and other diseases continues. 
Maleimide derivative (MI-1, 1 - (4-Cl-benzyl)-3-Cl-4-(CF3-fenilamino)-1H-pyrrole-2,5-dione) has a prospect as the 
same one because of its ability to inhibit a number of tyrosine kinases and pronounced cytostatic activity against 
transformed cells cultures. So the aim of our work was to investigate the effect of MI-1 on rat intestine because of 
its exogenous substances absorption and high proliferative activity. 

The study was conducted on 36 white male rats with an initial body weight of 180-200 g. Animals were treated 
with MI-1 dissolved in sunflower oil at a dose of 0.027 and 2.7 mg/kg (doses correspond to concentrations that 
were effective on transformed cells cultures - 10-6 and 10-4 М) per os daily for 5, 20 and 26 weeks. The animals 
were divided into four groups and were treated with: 1 – nothing (intact ones), 2 – sufflower oil (control), 3 – MI-1 
at a dose of 0.027 mg/kg, 4 - MI-1 at a dose of 2.7 mg/kg. Animals were killed at 5th, 20th and 26th week of the 
experiment. Small (jejunum) and large intestine (colon and rectum) segments were removed. Tissue samples 
were fixed in neutral buffered formalin, following embedded into paraffin by standard histological technique. 5-7 
mm slices were stained with hematoxylin and eosin. Small and large intestine state was evaluated by methods of 
visual analysis and morphometry. Mucosa thickness, villi length, villus and their stroma diameter, crypt depth, 
enterocytes height and their nuclei cross-section area, goblet cells area were measured in the small intestine. 
Mucosa thickness, crypt depth, goblet cells area, colonocytes height and their nuclei area were measured in the 
colon and rectum. Mitotic index was also calculated. The results were treated with conventional methods of 
variation statistics. 

In the small intestine maleimide derivative when acts for 5 weeks at dose of 0.027 mg/kg inhibited epithelium 
functional activity, which is accompanied by goblet cells area and enterocytes nuclei area decrease. 
Compensatory processes proceeded simultaneously, manifested by villi length and diameter and enterocytes 
height increase. Mitotic index, goblet cells area and enterocytes nuclei one reducing caused by MI-1 at a dose of 
2.7 mg/kg was observed, but concomitant enterocytes heigh and consequently villus diameter increase suggested 
the compensation of suppressed small intestine functions. Only enterocytes responded to the impact of MI-1 
when administered for 20 and 26 weeks at both studied doses by their height increase and their nuclei area 
decrease. All other measured parameters closed to control values. 

Coloncytes functional and proliferative activity inhibition caused by MI-1 when administered for 5 weeks at 
both doses, manifested by mitotic index, colonocytes height and their nuclei area decrease, was observed. At the 
same time defense processes were activated, resulting in goblet cells mucus production increase. MI-1 when 
administered for 20 and 26 weeks at dose of 0.027 mg/kg caused no mucosa structural and functional changes 
(all measured parameters closed to control values). However, MI-1 caused colon mucosa thickness and crypt 
depth increase but no changes of enterocytes height, their nuclei area and goblet cells area when acts for the 
same terms at a dose of 2.7 mg/kg. No rectum mucosa changes caused by MI-1 when acts at both doses were 
also observed, all measured parameters closed to control values. 

Thus, the maleimide derivative MI-1 when administered for 5 weeks at both studied doses caused 
detoxification and compensatory-adaptive processes activation but also proliferative processes suppression in rat 
intestine mucosa. After MI-1 20 and 26 weeks exposure some of the changes occurred at 5 weeks were absent, 
suggesting the formation of adaptive responses to the action of the substance. Intestinal changes occured under 
the influence of the MI-1 were not destructive and accompanied with the compensatory processes. So MI-1 low 
toxicity for small and large intestine mucosa was concluded and further MI-1 preclinical investigations are 
suggested. 
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Останніми роками у дослідників значно зросла цікавість до протипухлинної дії алкалоїдів. Найбільшої 
популярності та перспективності набули дослідження по створенню нових протиракових препаратів, які б 
поєднували у собі ефекти антибластичного впливу, імуномоделюючі властивості з антивірусною та 
антимікробною дією. До препаратів цього типу можна віднести продукти молекулярної взаємодії алкалоїдів 
чистотілу з тіофосфамідом, а саме препарати "Амітозин" [1] і "Амітозиноберамід". 

Але, слід зауважити, що окрім позитивного алкалоїди можуть чинити і негативний вплив, оскільки вони 
є високотоксичними речовинами. Тому важливим завданням є визначення тих концентрацій алкалоїдів, які 
б виявляли лікувально-терапевтичний ефект без суттєвої шкоди для організму. 

З літературних даних також добре відомо, що майже всі рослинні алкалоїди мають здатність 
гальмувати активність холінестераз.  

Нашими попередніми дослідженнями була показана перспективність використання біосенсору на основі 
іммобілізованої ацетилхолінестерази та рН-чутливого польового транзистора для визначення концентрацій 
препаратів на основі алкалоїдів чистотілу. За допомогою розробленого біосенсора було вивчено механізм 
інгібування ацетилхолінестерази та розраховано IC50. При визначенні концентрацій препарату "Амітозин" 
мав місце зворотній змішаний тип інгібування, а у випадку препарату "Амітозиноберамід" інгібування було 
зворотнім безконкурентним. Мінімальна межа визначення для "Амітозину" складала 10 мкмоль/л, а для 
Амітозинобераміду 5 мкмоль/л. 

 Паралельно з біосенсорним визначенням терапевтичних концентрацій препаратів на основі 
алкалоїдів чистотілу було проведено тест на цитотоксичність. В ході досліджень було показано, що 
препарат "Амітозин" активує майже всі клітини імунної системи, особливо NK-клітини (природні кіллери) як 
в системі in vivo так і in vitro. На різних клітинних лініях в системі in vitro було доведено, що препарат 
"Амітозин"  володіє імуномодулюючими, імуностимулюючими та протипухлинними властивостями. 
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In recent years, the antitumor action of alkaloids attracts increased interest of researchers. The greatest 

popularity and availability acquired investigation on the development of new anticancer drugs combining antitumor 
effects and immunomodulating properties with antimicrobial and antiviral activity. The products of molecular 
interaction of celandine alkaloids with tiofosfamid, namely drugs "Amitozyn" and "Amitozynoberamid", are the 
drugs of this type.  

However, it is noteworthy that along with positive effect the alkaloids could have a negative impact, because 
they are highly toxic substances. Therefore, an important task is to determine the alkaloids concentrations, which 
would have therapeutic effect and would not be substantially harmful to the human body. 

There are well known literature data about the ability of almost all plant alkaloids to inhibit the cholinesterase 
activity.  

Our previous research showed availability of the biosensor based on acetylcholinesterase and pH-sensitive 
field effect transistor for determining the concentrations of drugs prepared on the basis of celandine alkaloids. We  
used the biosensor developed to study the mechanism of inhibition of acetylcholinesterase; IC 50 was 
calculated...In case of Amitozyn it was the mixed type of reversible inhibition, while for Amitozynoberamid - 
uncompetitive reversible inhibition. The minimum detection limit for Amitozin was 10 μmol/l, for Amitozynoberamid 
- 5 μmol/l. 

Along with the biosensor determination of therapeutic concentrations of the drugs based on celandine 
alkaloids we tested their cytotoxicity. Amitozyn was shown to activate almost all cells of the immune system, 
especially NK-cells (natural killers) both in vivo and in vitro. In various cell lines in vitro it was demonstrated that 
Amitozyn has immunomodulatory, immunostimulating and antitumor properties. 
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Для тиазиновых соединений характерно явление метахромазии, которая проявляется в виде цветовой 
и тональной вариабельности окраски клеток и биологических тканей. Имеются многочисленные 
экспериментальные доказательства, что метахромазия обусловлена образованием ди- и три- и 
полимерных комплексов этих молекул при их взаимодействии с полианионными полимерами [1]. 
Метахромазия нередко проявляется в популяции клеток, которые находятся в одних и тех же постоянных 
условиях и условно в одном и том же физиологическом состоянии, но при окрашивании все равно имеют 
разные цветовые и тональные особенности. Еще более загадочными являются периодические и 
квазипериодические вариации метахромазии во времени, которые связывают с влиянием факторов, 
связанные с космической погодой [2] или которые невозможно контролировать в эксперименте [3]. 
Неорганические полифосфаты, как полиионные полимеры, являются необъемлемым компонентом про- и 
эукариотических клеток, они  представляют собой линейные полимеры ортофосфорной кислоты разной 
длины и разветвленности, в которой кислотные остатки связаны между собой ангидридными связями. В 
связи с этим целью данной работы было изучение оптических свойств тиазинового красителя 
метиленового синего в растворах неорганических полифосфатов с разной длиной полимерной цепи и 
разной концентрации, а также моделирование ассоциатов красителя в комплексе с полифосфатами на 
основе квантово-механических расчетов адсорбционных спектров данного красителя. 

Результаты исследования показали, что основные параметры спектров поглощения в видимой области 
для метиленового синего при его взаимодействии с полифосфатами сильно варьируют в зависимости от 
концентрации полимера. Вклад длины полифосфатной цепи в вариабельность спектров поглощения 
проявляется в меньшей степени.  

 
                                                   А                                                              Б                                                            В 
Рис. 1. Спектры поглощения растворов метиленового синего и его комплексов с полифосфатом натрия (длина  ПФ-
цепи 16-18) разной концентрации  (А - концентрация полифосфата 0 мг/мл, цвет раствора плотно синий; Б - 
концентрация полифосфата 5 мг/мл, цвет раствора фиолетовый; В - концентрация полифосфата 0,1 мг/мл, цвет 
раствора - красно-розовый). 

 

Анализ спектров показывает наличие 
разных агрегатных форм метиленового 
синего в растворах полифосфата натрия 
с максимумами поглощения в 
диапазонах: мономер - 650-661 нм, димер 
- 604-611 нм, тример – 550-564 нм и, 
предположительно, тетрамер и/или 
ассоциат более высокого порядка - 488-
527 нм.  

Теоретически рассчитанные спектры 
и модели качественно объясняют 
причину вариабельности спектров 
поглощения метиленового синего (рис. 2). 
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Рис. 2. Компьютерное моделирование ассоциатов метиленового 
синего при их взаимодействии с тетрафосфатом. 
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Metachromatic phenomenon that occurs in the form of color and tonal color variability of cells and biological 

tissues, is typical of the thiazine compounds. There is some experimental evidence that metachromasia occurs 
due to the formation of di-and tri-polymer complexes of these molecules during their interaction with the 
polyanionic polymers [1]. Metachromasia often manifested in a population of cells that are in the same stable 
conditions and physiological state, but staining still have different color and tonal characteristics. Even more 
puzzling are the periodical and quasi-periodical variations of in time metachromasy  that bind to the influence of 
factors related to space weather [2], or which can not be controlled in the experiment [3]. Inorganic 
polyphosphates as polyionic polymers are an essential component of the pro- and eukaryotic cells, they are linear 
polymers of phosphoric acid of varying length and branching of the acidic residues linked anhydride bonds. 
Therefore the aim of this work was to study the optical properties of thiazine dye methylene blue in solutions of  
inorganic polyphosphates with different polymer chain lengths and different concentration, and also modeling of 
the dye associates  in combination with a polyphosphate-based quantum-mechanical calculation of the spectra of 
the dye adsorption. The results showed that the main parameters of the absorption spectra in the visible region of 
methylene blue after interaction with polyphosphates are highly variable, depending on the polymer concentration. 
The influence of the polyphosphate chain length on variability of the absorption spectra is less pronounced.   

 
                                                   А                                                              Б                                                            В 
Fig. 1. The absorption spectres of methylene blue and its complexes with sodium polyphosphate (chain length PPh 16-18) of 
different concentration (A - polyphosphate is absent, solution of dense blue color, B - polyphosphate concentration of 5 mg/ml, 
solution of purple color; C - the concentration of polyphosphate is 0.1 mg/ml solution color - red-pink). 

 

Analysis of the spectra shows the 
presence of different aggregation forms of 
methylene blue in the solution of sodium 
polyphosphate with absorption maxima in 
the ranges: monomer - 650-661 nm dimer - 
604-611 nm and trimer - 550-564 nm and, 
presumably, tetramer, and / or associate 
higher order - 488-527 nm. Theoretically 
calculated spectra and the model 
qualitatively explain the reason for the 
variability of the absorption spectra of 
methylene blue. (Fig. 2). 
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Fig. 2. The computer modeling of methylene blue associates that interact 
with tetraphosphate.  
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На сьогодні реактивний артрит (РеА) – одне з найпоширеніших ревматичних захворювань у світі та в 

Україні, зокрема. Він розглядається як мультифакторна патологія, повязана з хронічною урогенітальною, 
кишковою чи носоглотковою інфекцією. Фармакотерапія РеА – одна з актуальних проблем сучасної 
медицини та фармації. 

Важливим напрямком фармакотерапії РеА є призначення протимікробних препаратів (ПМП) – групи 
лікувальних засобів, які сприяють розвитку  терапевтичного ефекту, що настає поступово, пригнічуючи 
клінічні, біохімічні та імунологічні прояви патологічного процесу. ПМП – найбільш важлива група 
препаратів, які використовуються для лікування пацієнтів хворих на РеА. Незважаючи на поширеність 
застосування та велику кількість клінічних досліджень все ще залишаються невирішеними ряд питань, 
щодо обґрунтування оптимальної тактики застосування ПМП. Тому з’ясування їх впливу на імунну систему 
та регуляторні системи клітини є актуальним розділом імунофармакології. 

Метою нашого дослідження було вивчення змін активності  аргінази та синтез NO у лімфоцитах 
периферичної крові хворих на РеА. Визначення активності досліджуваних ензимів проводили на момент 
поступлення хворих на лікування у стаціонарне відділення і після проведення лікування у стаціонарі. В 
якості ПМП хворим призначали клабел (6-О-метилеритроміцин А). 

Вплив різних протимікробних засобів на імунну систему потребує спеціального вивчення, так як далеко 
не всі вони мають бажану імунокорегуючу дію. Відомо, що запальний процес у суглобах, спричинений 
інфекцією, обумовлений імунними механізмами. Про це свідчить, інфільтрація лімфоцитами і 
макрофагами, швидкий розвиток фіброзної рубцевої тканини. При тривалому застосуванні ПМП 
виявляється вплив на різні ланки імунної системи – певні етапи формування імунної відповіді. Зокрема, 
вони гальмують міграцію стовбурових клітин, Т- і В- лімфоцитів, перешкоджають передаванню антигенної 
інформації за рахунок зниження фагоцитарної активності та хемотаксису фагоцитів. 

Нами проаналізовані етіологічні фактори, які спричиняли розвиток РеА у хворих, які стаціонарно чи 
амбулаторно лікувались на базі Львівської обласної клінічної лікарні. Серед них найбільший відсоток 
захворювання був спричинений хламідіями (36 %). Хламідії + уреаплазма – 5 %,  трихомонада + хламідії – 
3 %, уреаплазма – 3 %.  Оскільки лімфоцити периферичної крові є ключовими клітинами імунної системи 
та відіграють провідну роль в забезпечення компенсаторно-пристосувальних реакцій організму, ймовірно, 
вони можуть бути в якості моделі для вивчення основних метаболічних змін, що відбуваються в організмі 
при ревматичній патології. Показано, що активність аргінази лімфоцитів хворих на РеА  у 3,3 раза  вища у 
порівнянні з такою величною у практично здорових осіб. В результаті лікування ця активність знижується 
на 36 %. Оскільки метаболізм L-аргініну залежить і від активності NO-синтаз, визначали зміни активності 
еNO-синтази та іNO-синтази при РеА. Враховуючи те, що іNO-синтаза в нормі відсутня, можна припустити, 
що ця величина є активністю еNO-синтази. Показано достовірне зниження активності еNO-синтази в 
лімфоцитах у хворих на РеА, що становить різницю в 1,88 рази щодо практично здорових осіб. У той же 
час активується іNO-синтаза  в лімфоцитах пацієнтів, хворих на РеА. Лікування призводить до зростання 
еNO-синтази та зниження активності іNO-синтази.  

Проведені  дослідження засвідчують, що імунопатологічні процеси залежать від рівня оксиду NO в 
організмі. Вивчення змін ензиматичної активності аргінази та  NO-синтаз -  ключових ензимів метаболізму 
NO дає інформативну оцінку про перебіг патологічних процесів в організму, зокрема і при автоімунних 
захворюваннях.  
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Today, reactive arthritis (ReA) is one of the most common rheumatic diseases in the world and in Ukraine, in 

particular. It is considered as multifactorial pathology linked to chronic urogenital, intestinal or nasopharyngeal 
infection. Pharmacotherapy of ReA is one of the most urgent problems of modern medicine and pharmacy. 

The most important trend of ReA pharmacotherapy is the antimicrobial drugs (AMD) application - a group of 
medicines that promote therapeutic effect that occurs gradually suppressing clinical, biochemical and 
immunological manifestations of the pathological process. AMD is the most important group of drugs, used to 
treat patients with ReA. Despite the prevalence of use and a large number of clinical investigations a number of 
issues concerning justification of AMD optimal use still remain indeterminate. That is why, identification of AMD 
impact on the immune system and regulatory cells system is is an important issue of immunopharmacology. 

The aim of our study was to investigate changes in arginase activity and NO synthesis in peripheral blood 
lymphocytes of patients with ReA. Determination of the studied enzymes activity was performed at the time 
patients came to a hospital and after treatment in hospital. Klabel (6-O-metylerytromitsyn A) was prescribed as 
antimicrobial drugs. 

Influence of various antimicrobial drugs on the immune system requires special study, since not all of them 
have the desired immunoregulatory effect. It is known that inflammation in the joints caused by the infection due 
to immune mechanisms. The infiltration of lymphocytes and macrophages, the rapid development of fibrous scar 
tissue demonstate this. During prolonged AMD application the influence on different parts of immune system 
appears - certain stages of the immune response. In particular, they inhibit the migration of stem cells, T-and B-
lymphocytes, prevent transmission of antigenic information by reducing the phagocytic activity and phagocyte 
chemotaxis. 

Etiological factors that caused the development of reactive arthritis of patients who permanently or outpatient 
received treatment at the Lviv Regional Hospital (Ukraine) was analyzed. Among them, the highest percentage of 
disease was caused by chlamydia (36%), chlamidia + ureaplasma - 5%, trichomonas + chlamydia  - 3%, 
ureaplasma - 3%. Since the peripheral blood lymphocytes are the key cells of the immune system and play a key 
role in providing compensatory-adaptive reactions of organism, they are likely to be as a model for studying the 
basic metabolic changes that occur in the body in rheumatic diseases. It is shown that the activity of arginase 
lymphocytes of patients with ReA is in 3.3 times higher in comparison with the particularly healthy persons. In a 
result of treatment, this activity reduces on 36%. Since the metabolism of L-arginine depends on the activity of 
NO-synthase, the changes in the activity of eNO-synthase and iNO-synthase in ReA were measured. Given the 
fact that iNO-synthase normally is absent, we can assume, that this index is eNO-synthase activity. A significant 
decrease of eNO-synthase activity in the lymphocytes of patients with ReA, which differs in 1.88 times from 
particularly healthy persons, was shown. At the same time the iNO-synthase activates in lymphocytes of patients 
with ReA. Treatment leads to an eNO-synthase increase and iNO-synthase activity decrease. 

Conducted studies showed that immunological processes depend on the level of the oxide NO in the body. 
Study of the enzymatic activity changes of arginase and NO-synthase - the key enzymes of metabolism of NO 
gives informative assessment of the course of the pathological processes in the body, including the autoimmune 
diseases. 
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В настоящее время алкоголизм рассматривается как особый вид патологии, который характеризуется 
наркотической зависимостью к алкоголю. В результате такой зависимости у человека развиваются 
устойчивые метаболические, физиологические, психологические и ментальные нарушения. Известно, что 
при различных функциональных расстройствах происходит десинхронизация биологических ритмов 
организма, в том числе и при хронической алкоголизации. В первую очередь нарушается ритмический ход 
метаболических и физиологических процессов.  

Временная организация процессов в живом организме характеризуется широким спектром периодов - 
от микроритмов, составляющих доли секунды, до многосуточных, сезонных и многолетних периодов, 
синхронизированных гео- и гелиофизиченскими явлениями. Одним из наиболее интересных является 
диапазон внутрисуточных ритмов, амплитуда которых модулируется суточными и многодневными 
периодами. Как показывает анализ литературных данных, внутрисуточная организация физиологических и 
метаболических процессов у человека и животных, находящихся в условиях хронической алкоголизации, 
изучена недостаточно. Плохо изучен также вопрос о чувствительности биоритмов у алкоголиков к 
воздействию различных экологических факторов. Поэтому целью данного исследования является 
изучение нарушений внутрисуточной структуры ритмической активности у белых беспородных крыс, 
которые длительное время употребляют алкоголь. 

Исследования проводили на белых беспородных самках крыс весом 150-200 г. Группы животных 
отбирали на основе их предпочтения в потреблении воды или раствора спирта. Контрольную группу 
составили животные, демонстрирующие полный отказ от потребления алкоголя. Экспериментальную 
группу животных составили крысы, предпочитающие алкоголь воде. Хроническую алкоголизацию 
животных осуществляли добавлением в воду, этилового спирта, концентрация которого возрастала в 
течение месяца от 5 до 40% и в последующем не менялась. Животные потребляли раствор этанола во 
время их нахождения в клетках для содержания. Внутрисуточную активность животных исследовали с 
помощью автоматизированной системы регистрации движения животных в колесе, позволяющей 
непрерывно регистрировать двигательную активность в течение суток. Скорость движения животных 
оценивали в относительных единицах за одну секунду. В суточных экспериментах животные находились в 
колесе в обычных условиях освещенности и условиях депривации пищи и воды. Такие условия являются 
слабо стрессирующими и не наносят заметного вреда животным, но при этом в интегральном ритме 
двигательной активности крыс существенно ослабляются ритмы потребления пищи и воды. 
Математический анализ временных рядов двигательной активности животных проводили на основе 
Фурье-преобразования. Анализ экспериментальных результатов проводили на основе общепринятых 
алгоритмов статистической обработки данных. 

Спектральный анализ двигательной активности крыс позволил выявить набор периодов от нескольких 
минут до 12 часов. Широкий спектр периодов с разными фазами и амплитудами формирует сложную 
"шумоподобную" структуру ритма двигательной активности животных. В контрольной группе крысы в 
течение первых месяцев эксперимента демонстрировали слабую выраженность суточного ритма, что, 
вероятно, связано с влиянием самой процедуры исследования, сопровождающейся депривацией 
животных от воды и пищи. В то же время, временная организация активности животных, подвергающихся 
хронической алкоголизации в течение первых месяцев эксперимента, отличалась большей 
упорядоченностью. Одновременно с этим наблюдалось достоверное увеличение амплитуды 
внутрисуточных двигательных паттернов на фоне повышенной вероятности выявления суточной 
периодичности, по сравнению с контрольной группой. Периодичность внутрисуточных паттернов была 
неустойчивой, поэтому в спектре соответствующие периоды были малыми по амплитуде. Такие 
изменения во временной организации активности животных, вероятно, вызваны упрощением структуры 
биоритмов на фоне повышения тревожности и внутренней патологической синхронизации 
физиологических процессов. Последующее пребывание животных в эксперименте показало 
восстановление суточной периодичности в контрольной группе крыс к 5-му месяцу и нарушение таковой у 
животных, длительно потребляющих алкоголь.  

Дополнительно проведен анализ на предмет возможной связи биоритмов животных с вариациями 
природного электромагнитного фона, которые связаны с космической погодой. Ранее такая связь была 
выявлена у интактных животных [1].   
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Nowadays alcohol is seen as a kind of pathology that is characterized by addiction to alcohol. As a result of it 
the stable metabolic, physiological, psychological and mental disorders are developed. It is known that the various 
functional disorders including chronic alcogolism leads to desynchronization of biological rhythms of the body. 
First of all the diurnal variation of metabolic and physiological processes are disordered.  

Time organization of processes in a living organism characterized by a wide range of periods - from 
microrhythms to, multidiurnal, seasonal and long-term periods that are synchronized with geo- and geliophysical 
phenomena. Ultradian rhythms are modulated by the diurnal and multi-day periods is very interesting diapasone. 
The data analysis lead us to conclude that ultradian and diurnal organization of physiological and metabolic 
processes in humans and animals in conditions of chronic alcohol abuse, has been insufficiently studied. The 
sensitivity of biorhythms  to the effects of various environmental factors are also poorly understood, especially 
under chronic use of alcohol. Therefore, the aim of this study is to investigate violations of the structure of the 
ultradian and diurnal rhythm of activity in white rats, which had a long period of alcoholization. 

Studies were performed on white mongrel rats weighing 150-200 females, the groups of animals were 
selected on their preferences in the consumption of water or alcohol. Control group includes animals that 
demonstrate a complete rejection of alcohol consumption. Experimental group of animals were rats preferring 
alcohol for water. These animals use ethanol that was added to water. The ethanol сoncentration increased 
during the month from 5 to 40% and thereafter remained unchanged. Animals consumed ethanol solution during 
their stay in cages for the content. Rhythmic activity of the animals examined by automated system of animals 
movement registration in a cage, allowing continuously recorded locomotor activity during the day. The speed of 
the animals was assessed in arbitrary units per second. In the daily experiments, animals were in the wheel under 
normal lighting conditions and terms of deprivation of food and water. Such conditions are a little stressful and do 
not cause significant harm to animals, but in the integral rhythm of rats locomotor activity significantly attenuated 
the consumption of food and water. Mathematical analysis of time series of animals locomotor activity  was 
carried out based on the Fourier transform. Analysis of experimental results was made on the basis of generally 
accepted statistical data processing algorithms. 

Spectral analysis of rats locomotor activity showed a range of periods from several minutes to 12 hours. A 
wide range of periods with different phases and amplitudes forms "noise-like" structure of rhythm of animals 
locomotor activity. During the first months of experiment the rats in the control group showed a weak circadian 
rhythm, which is probably due to the influence of the study procedure accompanied by deprivation of food and 
water. At the same time in the first months of the experiment, the time organization of locomotor activity exposed 
to chronic alcohol abuse differed more regularity. Also there was a significant increase in the amplitude of 
ultradian patterns on a background of increased likelihood of daily periodicity, compared with the control group. 
Priods of ultradian and diurnal patterns were unstable, so the amplitude of power spectrum of the corresponding 
periods were small. Such changes in the temporal organization of animals activity, probably due to simplification 
of the structure of biological rhythms accompanied by increased anxiety and abnormal internal synchronization of 
physiological processes. The subsequent presence of animals in the experiment showed the restoration of the 
daily periodicity in the control group of rats after 5-th month and the violation of it for the group of long-term 
alcohol consumers. 

The analysis of the possible connections of biorhythms animals with variations of natural electromagnetic 
fields that related to space weather, has been carried out separately. Previously, such a relationship was found in 
intact animals [1]. 
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В последнее время в клинической практике широко применяются новые биядерные каталитические 

соединения, содержащие нанодобавки d- металлов. Глутоксим («ФАРМА-ВАМ», Москва) представляет 
собой синтезированное биологически активное соединение – динатриевую соль окисленного глутатиона 
(GSSG) с нанодобавкой платины. Глутоксим нашел широкое клиническое применение как 
иммуномодулятор и гемостимулятор в комплексной терапии бактериальных и вирусных заболеваний, 
псориаза, в лучевой и химиотерапии онкологических заболеваний. Другой  препарат - моликсан, комплекс 
глутоксима и нуклеозида инозина, имеет противовирусный, иммуномодулирующий и гепатопротекторный 
эффекты; применяется в терапии острого и вирусного гепатита В и С, микст-гепатита и цирроза печени. 
Однако механизмы клеточного и молекулярного действия этих препаратов далеки от полного понимания.  

Кожа амфибий и другие изолированные эпителиальные системы являются классическими модельными 
объектами для исследования механизмов транспорта ионов через биологические мембраны. Транспорт 
Na+ в осморегулирующих эпителиях представляет собой сложную, многокомпонентную систему, работа 
которой обеспечивает создание и поддержание электролитического и водного гомеостаза. Различные 
белковые компоненты этой системы (амилорид-чувствительные эпителиальные Na+-каналы (ENaC), 
Na+/K+-АТФазы и Na+/H+-обменники) могут являться мишенью для окислительного стресса. Ранее нами 
было показано, что транспорт Na+ в коже лягушки модулируется различными окисляющими агентами, 
такими как цистамин, цистин, GSSG и глутоксим [1]. Обнаружено, что приложение этих агентов со стороны 
апикальной поверхности кожи подавляет транспорт Na+. В то же время, при добавлении окисляющих 
агентов со стороны базолатеральной поверхности кожи, только цистин и цистамин сохраняют свое 
ингибирующее влияние, тогда как GSSG и глутоксим имитируют действие инсулина и стимулируют 
транспорт Na+. В связи с этим, целью данной работы было исследование влияния другого дисульфид-
содержащего препарата моликсана на транспорт Na+ в коже лягушки Rana temporaria. 

Для регистрации вольт-амперных характеристик (ВАХ) кожи лягушки использовали 
автоматизированную установку фиксации потенциала. В интервалах между измерениями ВАХ 
трансэпителиальный потенциал (VT) кожи поддерживали при 0 мВ (режим короткого замыкания) или при 
потенциале открытой цепи VOC (VOC = VT при трансэпителиальном токе IT = 0). Из ВАХ определяли 
электрические параметры кожи: ток короткого замыкания ISC (ISC = IT при VT = 0), VOC и трансэпителиальную 
проводимость gT. Транспорт Na+ оценивали как амилорид-чувствительный ISC. Впервые показано, что 
обработка апикальной поверхности кожи лягушки моликсаном (100 мкг/мл) подавляет транспорт Na+. По 
данным 10 экспериментов, после приложения моликсана ISC уменьшается на 15.76  4.32 %, а VOC 
снижается на 16.42  6.02 %, изменений величины gT не наблюдали. Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют о том, что моликсан, приложенный к апикальной поверхности кожи, подобно GSSG и 
глутоксиму, подавляет транспорт Na+ в коже лягушки.   

 
Рис. 1. Кинетика изменения ISC после добавления к апикальной поверхности кожи 100 мкг/мл моликсана  

и блокатора ENaC амилорида (20 мкМ). 
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Novel binuclear catalytic agents containing nanoadditions of d-metals currently are widely used in clinical 

practice. Glutoxim («PHARMA-VAM», Moscow) is a synthetic biologically active compound, disodium salt of 
oxidized glutathione (GSSG) with platinum nanoaddition. Glutoxim is widely applied as an immunomodulator and 
hemostimulator for the therapy of bacterial and viral infections, psoriasis, cancer irradiation and chemotherapy. 
Another GSSG analogue, disulfide-containing drug – molixan (PHARMA-VAM, Moscow), glutoxim in complex with 
nucleoside inosine, has antiviral, immunomodulative and hepatoprotective effect and is used in the therapy of 
hepatitis B and C, mixed hepatitis and liver cirrhosis. However, the mechanisms of their cellular and molecular 
effects are still unclear. 

Amphibian skin and other isolated epithelium systems are classic models for studying the mechanisms of ion 
transport across biological membranes. Na+ transport in osmoregulated epithelia is a complex multicomponent 
system that supports electrolytic and water homeostasis. Various protein components of this system (such as 
amiloride - sensitive epithelial Na+ channels (ENaC), Na+/K+-ATPases and Na+/H+ exchangers) are targets of 
oxidative stress. We found previously that Na+ transport in the frog skin is modulated by various oxidizing agents, 
such as cystamine, cystine, GSSG and glutoxim [1]. It was shown that the application of oxidizing agents to the 
apical membrane of frog skin inhibited sodium transport. At the same time, when the oxidizing agents were added 
from the basolateral side of the frog skin, only cystine and cystamine still inhibited the Na+ transport, whereas 
GSSG and glutoxim stimulated transepithelial Na+ transport and mimicked the action of insulin. It was reasonable 
to study the effect of another disulfide-containing drug molixan on Na+ transport in frog skin. 

Frog skin electrical characteristics were measured with the automatic device for voltage-clamp and registration 
of current-voltage relations (I–V relations). To measure I–V relations, transepithelial potential VT was changed 
periodically to a series of nonzero values. From skin I–V relations the electrical characteristics of frog skin were 
determined: the short – circuit current (ISC), the open – circuit potential (VOC = VT at the total transepithelial current 
- IT = 0), and transepithelial conductance (gT). The transepithelial Na+ transport was measured as amiloride – 
sensitive short – circuit current (ISC).  

It was shown for the first time that treatment of the skin apical surface with 100 µg/ml molixan significantly 
decreases the Na+ transport in frog skin. After molixan application ISC decreased in average by 15.76  4.32 % 
whereas VOC reduced by 16.42  6/02 %, the gT value was not altered (the data from 10 experiments). 

Thus, according to present results, the effect of molixan on Na+ transport in frog skin is similar to effect of 
GSSG and glutoxim. 

 
Fig. 1. Kinetics of changes of ISC after addition to the skin apical surface of 100 µg/ml molixan 

 and ENaC-blocking agent amiloride (20 µM). 
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Антигипоксанты представляют собой лекарственные средства, способные повышать стойкость 

организма к недостатку кислорода. Нормализуя основы жизнедеятельности клетки, препараты данной 
фармакологической группы в критических состояниях предотвращают развитие необратимых изменений в 
органах и тем самым вносят решающий вклад в спасение больного. Благодаря этому, их активно 
применяют в комплексной терапии многих патологических состояний. Поиск принципиально новых 
биологически активных веществ с такими свойствами остается актуальной задачей современной химии 
лекарственных средств. 

Несомненный интерес в этом плане представляют 1-аллил-4-гидрокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-3-
карбоксамиды. Теоретическим обоснованием для него послужило проведенное нами ранее по программе 
PASS (Prediction of Activity Spectra for Substances) предварительное математическое прогнозирование 
спектра биологической активности гидрохлоридов диалкиламиноалкиламидов 1-аллил-4-гидрокси-6,7-
диметокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-3-карбоновой кислоты, показавшее средний (ра = 0,475) уровень 
вероятности появления у них антигипоксических свойств [1].   

Одним из наиболее распространенных способов улучшения фармацевтических и/или 
фармакологических свойств биологически активного вещества на сегодняшний день остается 
целенаправленное внесение в его строение незначительных структурных изменений. В отношении 
вышеуказанных соединений наиболее рациональной и простой в исполнении химической модификацией 
представляется удаление из их молекулы 1-N-аллильного заместителя.  

Целевые амино-, алкиламино-, диалкиламино- и гетерилзамещенные алкиламиды 4-гидрокси-6,7-
диметокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-3-карбоновой кислоты получали амидированием метилового эфира 
(1) соответствующими первичными аминами в кипящем этаноле с последующим превращением 
промежуточных амидов-оснований (2) в более удобные для фармакологических испытаний 
водорастворимые гидрохлориды (3).  
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Все синтезированные соединения представляют собой бесцветные кристаллические вещества с 
узкими интервалами температур плавления, при комнатной температуре растворимые в воде, ДМФА и 
ДМСО, малорастворимые в спирте и практически нерастворимые в эфире и гексане. Для подтверждения 
их строения использованы элементный анализ и спектроскопия 1Н ЯМР.  

Синтезированные гидрохлориды N-R-амидов 4-гидрокси-6,7-диметокси-2-оксо-1,2-дигидрохинолин-3-
карбоновой кислоты на модели вызванной метгемоглобинобразующей острой гемической гипоксии 
проявляют значительно более высокую антигипоксическую активность, чем препарат сравнения. Они 
способны продлевать жизнь подопытных животных в 3-7 раз по сравнению с контрольной группой, тогда 

как в препарате сравнения в такой же дозе этот показатель превышает контрольные данные лишь вдвое. 
Таким образом, синтезированные гидрохлориды N-R-амидов 4-гидрокси-6,7-диметокси-2-оксо-1,2-

дигидрохинолин-3-карбоновой кислоты могут найти широкое практическое применение в медицине. 
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Antihypoxants are drugs which are capable of increasing the body's resistance to oxygen deficiency. 

Normalizing the basic life activity within the cell, drugs of this pharmacological group in critical conditions can 
prevent the development of irreversible changes in the organs thereby significantly contributing to saving the 
patients’ lives. Due to this reason, they are widely used in the complex treatment of many pathological conditions. 
Therefore, search for fundamentally new biologically active substances with such properties remains an important 
task of modern chemistry of drugs. 

Of an undoubted interest in this regard are 1-allyl-4-hydroxy-2-oxo-1,2-dihydroquinoline-3-carboxamides. A 
theoretical foundation for that has been a preliminary mathematical prediction of biological activity spectra of 
some dialkylamino alkyl amide hydrochlorides of 1-allyl-4-hydroxy-6,7-dimetoxy-2-oxo-1,2-dihydroquinoline-3-
carboxylic acid which was previously conducted by the authors using the PASS (Prediction of Activity Spectra for 
Substances) software product and which showed an average (pa = 0.475) level of probability of occurrence of 
antihypoxic properties in them [1]. 

To date, as one of the most widely used methods of improving the pharmaceutical and / or pharmacological 
properties of a biologically active substance, there has remained a purposeful introduction of minor structural 
changes to the structure thereof. With regard to the above mentioned compounds, the most efficient and easy to 
perform chemical modification appears to be the removal of the 1-N-allyl substituent from the molecule thereof.  

Target amino, alkylamino, dialkylamino and heteryl substituted alkylamides of 1-allyl-4-hydroxy-6,7-dimetoxy-
2-oxo-1,2-dihydroquinoline-3-carboxylic acid were obtained by amidation of methyl ester (1) with corresponding 
primary amines in boiling ethanol followed by conversion of the intermediate amide bases (2) to water soluble 
hydrochlorides (3) which are more convenient for pharmacological tests. 
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All compounds synthesized are colorless crystalline substances having melting points within a narrow 
temperature range. At room temperature, they are soluble in water, DMF, and DMSO, slightly soluble in alcohol, 
and virtually insoluble in ether and hexane. Elemental analysis and 1H NMR spectroscopy were used to confirm 
the structures thereof.  

In a model of induced acute methemoglobin-forming hemic hypoxia, the synthesized NR-amide hydrochlorides 
of 4-hydroxy-6,7-dimetoxy-2-oxo-1,2-dihydroquinoline-3-carboxylic acid exhibit significantly higher antihypoxic 
activity than the reference drug. They can extend the life of the animals tested by 3-7 times in comparison with the 
control group, whereas for the reference drug used in the same dose this value is only twice as high compared to 
the control group data. 

Thus, the synthesized NR-amide hydrochlorides of 4-hydroxy-6,7-dimetoxy-2-oxo-1,2-dihydroquinoline-3-
carboxylic acid may find wide application in medicine. 
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Токсичность оловоорганических соединений обусловлена как связыванием атома Sn с SH-группами 
белков, так и индуцированием окислительного стресса организма. Для снижения токсичности таких 
соединений необходимо применение хелатирующих агентов и антиоксидантов. Нами предложен новый 
подход к созданию полифункциональных детоксицирующих органических соединений, содержащих 
эффективные координирующие группы и антиоксидантные фрагменты 2,6-диалкилфенола [1].  

Целью работы являлось изучение комплексообразования 2,6-ди-трет-бутил-4-тиофенола с 
соединениями олова, а также исследование их антирадикальной активности в модельных процессах. 
Нами получены новые соединения Sn (II) и Sn (IV), содержащие 3,5-ди-трет-бутил-4-гидроксифенил (R′), 
взаимодействием соответствующих хлоридов олова и 2,6-ди-трет-бутил-4-тиофенола в присутствии 
гидроксида калия. Строение соединений подтверждено данными спектроскопии ЯМР 1H, 13C, ИК и 
элементного анализа. Исследована антирадикальная активность оловоорганических производных 2,6-ди-
трет-бутилфенолов с помощью ДФПГ-теста, заключающегося в способности соединений 
восстанавливать стабильный радикал 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (ДФПГ). Продемонстрирована 
высокая антирадикальная активность данных соединений. Наиболее активным восстановителем ДФПГ  
(EC50 = 8 μМ) обладает комплекс (R’)2Sn(SR’)2, содержащий четыре фенольные группы (Рис.1).  
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Рис. 1. Изменение оптической плотности растворов ДФПГ в присутствии различных концентраций комплекса (R’)2Sn(SR’)2: 
1- 0.01 мМ; 2- 0.02 мМ; 3- 0.04 мМ; 4- 0.06 мМ; 5- 0.08 мМ; 6 – 0.1 мМ, контроль – 0.1 мМ ДФПГ (MeOH, 517 нм). 

 
Продемонстрирована высокая антиоксидантная активность соединений в процессах 

неферментативного пероксидного окисления цис-9-октадеценовой кислоты и ферментативного окисления 
цис,цис-9,12-октадекадиеновой кислоты при действии фермента липоксигеназа (LOX 1-В). Ингибирующая 
активность соединений связана с возможностью образования соответствующих феноксильных радикалов, 
что подтверждено методом ЭПР.  

Таким образом, применение пространственно-затрудненного тиофенола в качестве антиокислительной 
ловушки для токсичных оловоорганических соединений открывает возможность для поиска новых типов 
физиологически активных веществ цитопротекторного действия. 
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The toxicity of organotin compounds is related with the binding of Sn atom with proteins SH-groups as well as 
the induced oxidative stress in living organisms. In order to lower their toxic effect the use of chelators and 
antioxidants is suggested. We proposed the novel approach in design of polyfunctional detoxicants  which 
combine the effective ligands and antioxidants based on 2,6-dialkylphenol [1].  

The aim of this work is the study of complex formation between 2,6-di-tert-butyl-4-thiophenol and tin 
compounds, also the investigation of antioxidant activity in model reactions. New Sn(II) and Sn(IV) complexes 
with 3,5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl (R′) were synthesized by reaction of tin chlorides and 2,6-di-tert-butyl-4-
thiophenol in methanolic solution in the presence of KOH. The complexes were characterized by 1H, 13C NMR, IR 
and elemental analysis. The radical scavenging activity of organotin derivatives of 2,6-di-tert-butylphenol was 
monitored by DPPH test in the process of hydrogen atom transfer from 2,6-di-tert-butylphenol fragment to the 
stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). The high antiradical activity of complexes was 
demonstrated. Among the complexes (R’)2Sn(SR’)2 with four phenol groups (EC50 = 8 μМ) was found the most 
effective agent (Fig. 1). 
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Fig. 1. The kinetic curves of DPPH reduction in the presence of different consentration of (R’)2Sn(SR’)2: 1- 0.01 мМ; 2- 0.02 мМ; 
3- 0.04 мМ; 4- 0.06 мМ; 5- 0.08 мМ; 6 – 0.1 мМ, control – 0.1 мМ ДФПГ (MeOH, 517 нм). 

 
The antioxidant activity of complexes was also proved in autooxidation of Z-9-octadecenoic asid and 

enzymatic oxidation Z,Z-9,12-octadecadienoic asid by enzyme lipoxygenase (LOX 1-В). The inhibiting activity 
was related with corresponding phenoxyl radical formation that was proved by ESR. Thus, the application of 
sterically hindered thiophenol as antioxidative scavenger for toxic organotins might be a new way to find novel 
types of cytoprotectors and physiologically active compounds. 
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Внутрисосудистая агрегация тромбоцитов и свертывание крови – частая и непосредственная причина 
смерти. Сейчас убедительно доказана высокая терапевтическая эффективность ковалентных 
антиагрегантов (ингибиторов тромбоцитов) в предупреждении внутрисосудистого тромбообразования. 
Ковалентные антиагреганты угнетают функции тромбоцитов посредством химической модификации 
молекулярных мишеней [1,2,3]. Широкое применение в клинике находят ацетилсалициловая кислота 
(аспирин), реагирующая с простагландин Н2-синтазой [1], и тиенопиридины [2], продукт метаболизма 
которых присоединяется к рецептору АДФ в результате реакции с сульфгидрильной группой.  

Настоящая работа направлена на разработку антитромботической субстанции из числа аналогов 
хлорамина таурина. Нами обнаружено, что хлорамины таурина и аминокислот обладают высокой 
способностью подавлять активность тромбоцитов [3-5]. Известно, что эти соединения также проявляют 
свойства антикоагулянтов. Антиагрегантная активность этих соединений обусловлена модификацией 
серосодержащих атомных групп в поверхностных белковых мишенях тромбоцитов.  

Предложена и разработана компьютерная технология для предсказания реакционных свойств 
хлораминов биологически значимых соединений. Свойства включают сравнительную реакционную 
способность, относительную хемоселективность в отношении сульфгидрильных и сульфидных групп 
атомов. Технология предусматривает расчет непараметрическими методами квантовой механики 
парциальных электрических зарядов и путем сравнения с экспериментальными данными, касающимися 
констант скоростей реакций, выявление зарядового показателя реакционной способности.  

Сопоставлены расчетные атомные заряды для хлораминов разного строения с константами скоростей 
их реакций, имеющимися в литературе. Показано, что расчетным показателем реакционной способности 
хлораминов по критерию скорости реакции с сульфидными и сульфгидрильными группами 
серосодержащих аминокислот и пептидов, могут служить парциальные заряды активного хлора и атома 
углерода, связанного с азотом хлораминовой группы.  

Синтезированы две новых вида аналогов хлорамина таурина с заместителями в хлораминовой группе:  
алкильные и амидные аналоги. Активный хлор амидных аналогов характеризуется повышенным 
значением парциального заряда Малликена.  Экспериментально изучены реакционные свойства аналогов 
хлорамина таурина, важные для проявления их антиагрегантной активности. Анализ  конкурентного 
торможения серосодержащими соединениями (метионином, цистеином, цистином, ацетилцистеином, 
восстановленным и окисленным глутатионом) реакции между 1,4-димеркаптобутан-2,3-диолом и 
аналогами хлорамина таурина показал, что амидные аналоги (N-ацетил-N-хлортаурин, N-пропионил-N-
хлортаурин) проявляет повышенную реакционную способность по отношению к сульфгидрильной группе.  

Показано, что новые аналоги хлорамина таурина проявляют в трех клеточных системах 
специфическую фармакологическую активностью как антикоагулянты и антиагреганты. Они эффективно 
ингибируют агрегацию изолированных тромбоцитов, тромбоцитов  в составе обогащенной тромбоцитами 
плазме и цельной крови при активации коллагеном или АДФ. Антиагрегантное свойство аналогов 
хлорамина таурина, вероятно, обусловлено их способностью к модификации сульфгидрильной группы 
рецепторов плазматической мембраны.  В действующих  концентрациях аналоги хлорамина таурина не 
оказывает влияния на другие клетки крови.  В модели экспериментального тромбоза у мышей 
установлено, что хлорамины аминокислот и таурина оказывает эффективное терапевтическое действие. 

 

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке РФФИ, грант  №12-04-00951-а. 
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Intravascular platelet aggregation and blood coagulation are an often and direct reason of human fatalities. 
Now, high efficacy of covalent antiplatelet agents (platelet functions inhibitors) for thrombosis prevention has been 
convincingly proved. Such antiplatelet agents suppress platelet functions by a chemical modification of molecular 
targets [1,2,3]. Acetylsalicylic acid (aspirin) reacting with prostaglandin H2-syntase [1] and thienopyridines [2] 
whose metabolite adducts to ADP-receptor as a result of the reaction with sulfhydryl  group are widely used. 

The present work is directed for a development of an antithrombosis substance of analogs of chloramine 
taurine. We have discovered that chloramines of amino acids and taurine possess high capability to inhibit platelet 
activity [3-5].  It is also known that these compounds show anticoagulation properties. 

 It was proposed and developed a computation procedure for a prediction of properties of chloramines of 
biological important compounds. The properties include the reactivity and relative chemo-selectivity between 
sulfhydryl and sulfide groups. The procedure provides the computation of atomic partial charges with 
nonparametric quantum mechanics method and the ascertainment of the reactivity indexes via a comparison of 
atomic charges with experimental reaction rates.    

 The computational atomic charges for the different composition chloramines were juxtaposed with their 
reaction rates that are in literature. It has been showed that partial charges of reactive chlorine and carbon atom 
bonded to nitrogen in the chloramine group are able to be the computational index of chloramine reactivity under 
its valuation on the rate of reaction with sulfhydryl and sulfide groups in sulfo-containing amino acids and 
peptides.   

Two new kinds of chloramine taurine analogs with a substituent in the chloramine group have been 
synthetized. These are the alkyl and amide analogs. The reactive chlorine of amide analogs is featured by the 
enhanced Mulliken partial charge. The n-chlorotaurine analog reactive properties that are important for their 
antiplatelet activity were studied in experiments. The analysis of the competitive retardation of reaction between 
1,4-dimercaptobutan-2,3-diol and taurine chloramine analog by sulfo-containing compounds (methionine, 
cysteine, reduced and oxidized glutathione) revealed that amide analogs N-acetyl-N-chlorotaurine and N-
propionyl-N-chlorotaurine manifest the raised reactivity to sulfhydryl group. 

The new analogs of taurine chloramine exhibit specific pharmacological activity as the antiplatelet agents in 
three cell systems. They suppress effectively the aggregation of platelet under their activation with ADP or 
collagen in isolated state, platelet-rich plasma and whole blood. The antiplatelet property of the analogs of taurine 
chloramine is probably due to their capability to modify a sulfhydryl group in receptor-target on plasma membrane. 

The analogs of taurine chloramine under their effective antiplatelet concentrations do not appreciably damage 
other blood cells. Chloramines of amino acids and taurine exert therapeutic effects in mouse thrombosis model.  

This research was support by Russian Foundation for Basic Research Grants №12-04-00951-а. 
 

References: 
1. A. Undas, K.E. Brummel-Ziedins, K.G. Mann // Antithrombotic properties of aspirin and resistance to aspirin: beyond strictly 

antiplatelet actions – Blood, 2007, Vol.109, No. 6, pp. 2285-2292. 
2. D.R. Guerra, J.E. Tcheng // Prasugrel: Clinical development and therapeutic application – Adv. Ther., 2009, Vol. 26, No.11, 

pp. 999-1011.  
3. M.A. Murina, D.I. Roshchupkin, N.N. Kravchenko, V.B. Sadovnikov, V.I. Sergienko // The anti-aggregatory effect of 

chloramine derivatives of amino acids on platelets in the presence of plasma – Biofizika, 1997, Vol.42, No.6, pp.1279-85. 
4. D.I. Roshchupkin, M.A. Murina, N.N. Kravchenko, V.I. Sergienko // Initial selectivity of the antiplatelet covalent action of 

biogenic chloramines on platelet-rich plasma – Biofizika, 2007, Vol. 52, No. 3, pp.527-533. 
5. D.I. Roshchupkin, M.A.  Murina, V.I. Sergienko // Covalent chloramine inhibitors of blood platelet functions: computational 

indices for their reactivity and antiplatelet –  Biofizika,  2011, Vol.56, No. 5, pp. 945-954. 
 
 
 
  



 
 

 219

ЕФЕКТИВНІСТЬ МУЛЬТИПРОБІОТИКІВ ГРУПИ «СИМБІТЕР» ДЛЯ КОРЕКЦІЇ ПАТОЛОГІЧНИХ ЗМІН В 
ТКАНИНАХ ПАРОДОНТА ЗА УМОВ ТРИВАЛОГО ГІПОАЦИДІТЕТУ  

 
Микитенко А.О., Манько А.М., Непорада К.С. 

 
Вищий державний навчальний заклад України «Українська медична стоматологічна академія» 

Полтава, Україна 
e-mail: andrey_stomat@mail.ru 

 
Метою дослідження було вивчення впливу мультипробіотиків «Симбітер ацидофільний 

концентрований»  та «Симбітер-омега» на патологічні зміни у  тканинах пародонта щурів в умовах 
тривалого застосування омепразолу.  Експерименти виконані на 54 білих щурах-самцях, вагою 180-250г. 
Тварини були поділені на 4 групи: І – контрольна; ІІ – щурам щоденно протягом 28 діб вводили омепразол 
(14 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревно); ІІІ - вводили омепразол (14 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревно) в 
поєднанні з «Симбітер ацидофільний концентрований» (0,14 мл/кг маси тіла перорально); ІV - вводили 
омепразол (14 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревно) в поєднанні з «Симбітер-омега» (0,14 мл/кг маси тіла 
перорально). По завершенню експерименту щурам вранці натщесерце проводили евтаназію під 
уретановим наркозом (50 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревно) шляхом кровопускання. Об’єктом 
дослідження були м’які тканини пародонта, в гомогенаті щурів оцінювали ступінь ендотоксемії (вміст 
молекул середньої маси (МСМ) (Габриэлян Н.И., 1983)  та вміст окисно-модифікованих протеїнів(ОМП)  
(Дубініної Е.Е., 1995). Нами встановлено, що вміст молекул середньої маси в м’яких тканинах пародонта 
при 28-денному  введені омепразолу збільшився в 1,06 рази (p<0.05) порівняно з контролем. Аналізуючи 
вміст МСМ в м’яких тканинах пародонта щурів за умов використання мультипробіотика «Симбітер 
ацидофільний концентрований» за умов тривалого гіпоацидітету спостерігаємо зниження їх вмісту 
порівняно з тваринами без корекції в 1,057 рази (p<0.05). При використанні мультипробіотика «Симбітер-
омега» спостерігаємо зниження їх вмісту порівняно з тваринами без корекції в 2,61 рази (p<0.05). 
Мультипробіотик «Симбітер-омега» в порівнянні з «Симбітер ацидофільний концентрований» знизив вміст 
МСМ в 2,46 рази (p<0.05). Вміст окисно-модифікованих протеїнів в м’яких тканинах пародонта щурів в 
умовах омепразол-індукованого гіпоацидітету на 28 добу введення омепразолу збільшився в 3,58 рази 
(p<0.05) порівняно з контролем. Використання мультипробіотиків «Симбітер ацидофільний 
концентрований» та «Симбітер-омега» протягом 28 діб на тлі омепразол-індукованого гіпоацидітету 
сприяло вірогідному зменшенню вмісту ОМП в м’яких тканинах пародонта порівняно з тваринами без 
корекції. Нами встановлено, що мультипробіотик «Симбітер-омега» більш ефективний, оскільки він в 1,29 
рази (p<0.05) знизив вміст ОМП у порівнянні з «Симбітер ацидофільний концентрований».  

Таким чином, використання мультипробіотиків групи «Симбітер» достовірно зменшили ступінь 
ендотоксемії в порівнянні з групою тварин без корекції. При чому мультипробіотик «Симбітер-омега» більш 
ефективний у порівнянні з «Симбітер ацидофільний концентрований» на тлі тривалого введення 
омепразолу, можливо за рахунок незамінних полієнових жирних кислот.  
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The purpose of the research is to analyze the impact of the “Simbiter acidophilic concentrated” and “Simbiter-
omega” multi probiotics onto lesions of periodontal tissues of rats in conditions of prolonged use of omeprazole.  
The experiments were carried out on 54 white male rats, weighing 180-250 gr. The animals were divided into IV 
groups: I – the control group; II – rats were daily injected  with  omeprazole (14 ml/kg body weight 
intraabdominally) during 28 days; III – rats were injected  with  omeprazole (14 ml/kg body weight 
intraabdominally) in combination with the “Simbiter acidophilic concentrated” multi probiotic (0,14 ml/kg body 
weight perorally); IV – rats were injected  with  omeprazole (14 ml/kg body weight intraabdominally) in 
combination with the “Simbiter - omega” multi probiotic (0,14 ml/kg body weight perorally). Once the experiment 
was finished rats were euthanized on an empty stomach in the morning under urethane anesthesia (50 mg/kg 
body weight intraabdominally) by bloodletting. The object of research was periodontal soft tissues; in the 
homogenate of rats the degree of endotoxemia (contentsof molecules of average mass (MAM) Gabrielyan N.I., 
1983) and contents of oxidation-modified proteins (OMP) (Dubinina E.E., 1995) was evaluated.   It was 
determined that the contents of molecules of average mass in the periodontal soft tissues under omeprazole 
injection during 28 days is increased in 1,06 times (p<0.05) in comparison with the control. Having analyzed the 
contents of MAM in the periodontal soft tissues of rats in conditions of the “Simbiter acidophilic concentrated” 
multi probiotic use, against the background of prolonged hypoacidity it is observed a decrease of its contents in 
1,057 times (p<0.05) in comparison with animals without correction. While using the “Simbiter-omega” 
multiprobiotics it is observed a decrease of its contents in 2,61 times (p<0.05) in comparison with animals without 
correction. The “Simbiter-omega” multi probiotic decreased the contents of MAM in 2,46 times (p<0.05) in 
comparison with “Simbiter acidophilic concentrated” one. On the 28 day the contents of oxidation-modified protein 
in the periodontal soft tissues of rats in conditions of omeprazole-induced hypoacidity increased in 3,58 times 
(p<0.05) in comparison with the control. The use of the “Simbiter acidophilic concentrated” and the “Simbiter-
omega” multi probiotics during 28 days against the background of omeprazole-induced hypoacidity promoted 
probable decrease of contents of OMP in the periodontal soft tissues in comparison with animals without 
correction.  It was established that the “Simbiter-omega” multi probiotic is more effective, since it decreased the 
contents of OMP in 1,29 times (p<0.05) in comparison with the “Simbiter acidophilic concentrated” one.  

Thus, the use of the multi probiotics of “Simbiter” group, beyond all doubt, decreased the degree of 
endotoxemia in comparison with the group of animals without correction. At the same time the “Simbiter-omega” 
multi probiotic is more effective in comparison with the “Simbiter acidophilic concentrated” one against the 
background of prolonged omeprazole injection, possibly due to essential polyene fatty acid.    
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В настоящее время в условиях усиления воздействия неблагоприятных факторов окружающей среды 
среди населения растет распространенность различного рода нарушений функции печени. Поэтому 
актуальной задачей являются разработка высокоэффективных лекарственных препаратов, повышающих 
устойчивость печени к негативным воздействиям. 

Целью работы было изучение гепатопротекторных свойств 1-(ß-оксиэтил)-4,6-диметил-1,2-дигидро-2-
оксипиримидина (далее соединение).  

Эксперименты проводили на лабораторных крысах и мышах [1]. Путем подкожного (2 мл/кг) или 
перорального (4-5 мл/кг) введения раствора четыреххлористого углерода в оливковом масле при 
объемном соотношении 1:1 у животных вызывали токсический гепатит. Опытным группам по схеме 1 в 
течение 4 дней перорально вводили соединение в дозах 5, 10, 50 и 100 мг/кг за один час до подкожного 
введения раствора четыреххлористого углерода. По схеме 2 в течение 4 дней введение соединения в тех 
же дозах (per os) проводили перед однократным пероральным введением раствора четыреххлористого 
углерода. Контрольным группам животных, подвергнутым аналогичному воздействию токсиканта, вместо 
соединения вводили воду. 

При введении соединения в дозе 50 мг/кг в опытах, проводимых по схеме 2, смертность мышей 
снижалась  вдвое: смертность в контроле составила 80%, в опытной группе –  40%. В опытах, проводимых 
по схеме 1, в дозе 50 мг/кг не наблюдалось потери массы. В контрольной группе прирост массы животных 
составил -0,29±0,04 г в сутки, в опытной группе 1,08 ± 0,10 г в сутки. Различия статистически достоверны 
при p<0.001. При исследовании биохимических показателей крови в контрольной группе крыс (по схеме 1) 
выявлены изменения, которые свидетельствуют о нарушении синтетической функции и разрушении 
печеночных клеток: снижение глюкозы, повышение активности АЛТ и АСТ (p<0.01). В опытных группах 
крыс, получавших соединение в дозе 50 мг/кг при аналогичном воздействии четыреххлористого углерода, 
различия с показателями нормы были статистически не достоверными. При исследовании 
гистологического строения печени показано, что у животных, которым для профилактики токсического 
поражения печени вводили соединение, степень морфологических нарушений была менее выражена по 
сравнению с аналогичной контрольной группой. 
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Currently, due to increased exposure of adverse environmental factors and lifestyle of the population has been 

steadily increasing prevalence of diseases and various types of liver dysfunction. Therefore, it is to important to 
investigate new drugs, which improve metabolic processes in the liver, increase its resistance to adverse effects, 
and promote recovery of liver function after various injuries. 

The aim of this study was investigation hepatoprotective properties of the 1-(ß-hydroxyethyl) -4,6-dimethyl-1,2-

dihydro-2-oxypyrimidine (further - the substance). This investigation can expand range application of this drug. 
In our experiments it were used laboratory rats and mice [1]. Toxic hepatitis was induced by subcutaneous (2 

ml / kg) or oral (4 or 5 ml / kg) administration of carbon tetrachloride solution dissolved in olive oil at a volume ratio 
of 1:1. Experimental groups were orally administered the substance in doses of 5, 10, 50 and 100 mg / kg: for 4 
days, 1 hour prior to subcutaneous infusion carbon tetrachloride (1 protocol) and within 4 days prior to a single 
oral administration of the carbon tetrachloride solution (2 protocol). As a control was a group with the same effect 
of carbon tetrachloride, but with injection of the water instead substance.  

The substance at dose 50 mg / kg reduce mice mortality twice in the experiments with second protocol (80% 
mortality in a control group, 40% in an experimental group) and weight loss in experiments with first protocol (0,29 
± 0,04 g weight gain per day in control group, 1,08 ± 0,10 g per day in experimental group, the differences are 
significant at p <0.001). In the study of blood biochemical parameters it was revealed a change indicates about 
synthetic dysfunction and destruction of liver cells in the control group of rats. Reduction of glucose, elevated 
activity of transaminases (p <0.01) - ALT and AST were observed. In the experimental group of rats with a similar 
effect of carbon tetrachloride but after pretreatment with substance (50 mg / kg), there were no statistically 
significant differences with healthy animals.  It was shown that degree of morphological liver violations in group 
which pretreated with substance were less then in a control. 
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Відносно недавно запропонована протиракова стратегія ґрунтується на спрямованій на теломери й 
теломеразу дії малих молекул. Теломери – багаті гуаніном послідовності ДНК, локалізовані на кінцях 
хромосом. В переважній більшості пухлинних клітин спостерігається високий рівень експресії фермента 
теломерази, який здійснює елонгацію теломерної ДНК, тоді як нормальні соматичні клітини позбавлені 
теломеразної активності. Отже, система теломерази виявляється безпосередньо асоційованою з раком. 
Теломерна ДНК здатна утворювати неканонічні структури, що називаються G-квадруплексами (G4), які 
можуть розпізнаватися специфічними лігандами. Зв’язування ліганда з квадруплексом може перешкоджати 
взаємодії теломерази з теломерною ДНК, блокуючи таким чином елонгацію останньої, що в результаті 
призводить до загибелі пухлинних клітин.  

Катіонний тетра(N-метилпіридиній)порфірин TMPyP4 відомий як ефективний G4-ліганд та інгібітор 
теломерази. На відміну від цієї сполуки, її трикатіонний аналог порфірин ТМР3 можна приєднати до інших 
молекул через карбоксиалкільну групу. Раніше нами синтезовано ряд кон’югатів ТМР3 з інтеркалятором 
імідазо[4,5-b]феназином (ImPhz), який, як очікувалося, повинен стабілізувати комплекси порфірин-G4, та 
показано їхню антипроліферативну активність in vitro в культурі клітин карциноми Льюїса миші [1].   

В даній роботі ми отримали новий кон’югат TMP3-ImPhz (1a), що містить іншу лінкерну групу між 
хромофорами, його Zn(II)-комплекс (1b), а також метиловий ефір TMP3 (2a) і його цинковий комплекс (2b). 
Було проведене дослідження біологічної активності цих сполук як інгібіторів теломерази. 
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Рівень інгібування теломерази новими сполуками вивчали in vitro методом TRAP (Telomeric Repeat 

Amplification Protocol), що дозволяє прямо визначати активність фермента. Як джерело теломерази було 
використано лізат пухлинних клітин MCF-7 (карцинома молочної залози людини). Метод TRAP ґрунтується 
на ПЛР-ампліфікації продуктів теломеразної реакції, отриманих при елонгації ферментом специфічного 
олігонуклеотидного праймера, з подальшим аналізом реакційної суміші за допомогою гель-електрофорезу. 

В наших експериментах елонгацію олігонуклеотидного субстрату теломеразою здійснювали у 
присутності досліджуваних сполук, які далі видалялися з реакційної суміші перед ПЛР для виключення їх 
можливого впливу на Taq-ДНК-полімеразу. Отримані результати порівнювали з контрольною реакцією, що 
проходила за відсутності доданої сполуки в тих самих умовах.  

Всі досліджені порфірини інгібували активність теломерази у низьких мікромолярних концентраціях. 
При цьому найактивнішою сполукою виявився Zn(II)-комплекс кон’югату TMP3-ImPhz (1b), що повністю 
інгібував фермент у концентрації 2,5 мкM, і значною мірою при 1 мкМ. Значно менш активними були 
неметалізований кон’югат TMP3-ImPhz (1a), що інгібував фермент при 5 мкM, та цинковий комплекс 
метилового ефіру ТMP3 (2b), активний у концентрації 10 мкM. Неметалізований метиловий ефір (2a) 
володіє аналогічним рівнем активності. Відомий стандарт – порфірин TMPyP4 – в тих же умовах виявляє 
активність у концентрації 6 мкМ. Сам імідазофеназин (N1-метильна похідна ImPhz) виявився неефективним 
у системі теломерази – у його присутності в концентрації 40 мкМ активність теломерази не відрізнялася від 
контрольної. 

Таким чином, встановлено, що похідні ТМР3 є активними інгібіторами теломерази in vitro. Активність 
двох із досліджених нових сполук співставима з активністю стандарту ТМРуР4, тоді як цинковий комплекс 
кон’югату TMP3-ImPhz в кілька разів активніший. Приєднання залишку імідазофеназину до ядра ТМР3 веде 
до приблизно двократного зростання біологічної активності порфірину. В той же час, введення катіону Zn2+ 
в порфіринове кільце цього кон’югату призводить до ще більшого підвищення активності інгібітора. 
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Quite recently proposed anticancer strategy is based on targeting the telomeres and telomerase by small 
molecules. Telomeres are guanine-rich DNA sequences located at the end of the chromosomes. The majority of 
tumor cells express high levels of the telomerase enzyme that performs the elongation of telomeric DNA, whereas 
normal somatic cells are devoid of telomerase activity. So telomerase system is directly associated with cancer. 
Telomeric DNA can form non-canonical structures called G-quadruplexes (G4) which can be recognized by 
specific ligands. The binding of a ligand to the quadruplex can interfere with telomerase interaction with telomeric 
DNA blocking its elongation and thus inducing the death of cancer cells. 

Cationic tetra(N-methylpyridinium)porphyrin TMPyP4 is well known as efficient G4 ligand and telomerase 
inhibitor. In contrast to this compound, its tricationic porphyrin analog TMP3 can be conjugated to other molecules 
via the carboxyalkyl group. We have previously synthesized a number of TMP3 conjugates with imidazo[4,5-
b]phenazine (ImPhz) intercalating agent expected to stabilize the porphyrin-G4 complexes, and showed their 
antiproliferative activity in vitro in mouse Lewis lung carcinoma cell culture [1].  

In the present work we obtained new TMP3-ImPhz conjugate (1a) containing different linker group between 
the chromophores, its Zn(II) complex (1b), as well as TMP3 methyl ester (2a) and its zinc complex (2b). Biological 
activity of these compounds as telomerase inhibitors was evaluated. 
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The level of telomerase inhibition by new compounds was studied in vitro using a TRAP assay (Telomeric 
Repeat Amplification Protocol) allowing direct analysis of the enzyme activity. The lysate of MCF-7 cells (human 
breast carcinoma) was used as a source of telomerase. Method is based on PCR amplification of the products of 
telomerase reaction obtained upon telomerase elongation of a specific oligonucleotide primer, followed by the 
analysis of the reaction mixture by gel electrophoresis.   

In our experiments the elongation of oligonucleotide substrate was carried out in the presence of studied 
compounds, which were then separated from the reaction mixture before the PCR step to exclude their possible 
effect on Taq-DNA-polymerase. The obtained results were compared to the control reaction performed in the 
absence of added compounds under the same reaction conditions.   

All investigated porphyrins inhibited telomerase activity at low micromolar concentrations. The most active 
compound was found to be Zn(II) complex of TMP3-ImPhz conjugate (1b) that completely inhibited the enzyme at 
2.5 µM concentration, and to a great extent at 1 µM. Non-metallated conjugate TMP3-ImPhz (1a) was significantly 
less active inhibiting the enzyme at 5 µM, as well as a zinc complex of TMP3 methyl ester (2b) active at 10 µM 
concentration. Non-metallated methyl ester (2a) demonstrated the comparable level of activity. TMPyP4, a known 
standard porphyrin, under the same conditions demonstrated the inhibition activity at the concentration 6 µM. 
Imidazophenazine itself (N1-methyl ImPhz derivative) appeared to be inactive in telomerase system – in the 
presence of 40 µM of this heterocycle telomerase activity did not differ from that in control reaction. 

Thus, TMP3 derivatives were shown to be potent inhibitors of telomerase in vitro. Activity of two of the studied 
new compounds is comparable to that of TMPyP4 standard, whereas zinc complex of the TMP3-ImPhz conjugate 
is several times more active. The attachment of ImPhz residue to TMP3 core results in about two-fold increase of 
biological activity of the porphyrin. At the same time, introduction of Zn2+ cation into the porphyrin ring of this 
conjugate leads to even higher inhibitor activity.  
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Відомо, що тривале застосування інгібіторів протонної помпи (ІПП) призводить до гіпоацидитету, 
розвитку гіпергастринемії [1] і, як наслідок, дисбіозу різних відділів травного тракту [2]. Одним із шляхів 
корекції небажаного дисбіозу в умовах тривалого використання ІПП є застосування пробіотиків. 
Мультипробіотики «Симбітер ацидофільний» та «Апібакт» мають полікомпонентний склад, містять від 14 
до 25 штамів фізіологічно цінних мікроорганізмів з різною біологічною активністю. Пробіотична 
ефективність мікрофлори мультипробіотика «Апібакт» зростає при додаванні екстракту прополісу і 
раціонально доповнюється його лікувально-профілактичними властивостями. До складу прополісу входять 
рослинні смоли (в середньому 55%); бальзами, які містять у вигляді складних сумішей ефірні масла, 
дубильні речовини, ароматичні альдегіди, фенолокислоти; віск; квітковий пилок (5-11%); механічні 
домішки. В ньому великий набір мінеральних елементів, містяться вітаміни та інші речовини. Флавоноїди, 
що входять до складу прополісу володіють вираженими протизапальними та антисептичними 
властивостями. Так як порожнина рота відкритий біотоп та є проксимальним відділом травного каналу, 
використання неживих ліофілізованих пробіотичних препаратів недоцільно. 

Експерименти виконані на 42 щурах-самцях лінії Вістар, вагою 180-250г. Тваринам щоденно протягом 
28 діб вводили омепразол (14 мг/кг маси тіла внутрішньоочеревно), «Симбітер ацидофільний» або 
«Апібакт» (0,14 мл/кг маси тіла перорально) окремо та в поєднанні. Розвиток гіпергастринемії веріфікували 
за вмістом гастрину в плазмі крові щурів (59,0±35,5 пг/мл у контрольних щурів, порівняно з дослідними 
тваринами, яким вводили протягом 28 діб омепразол – 170,7±90,7 пг/мл). Для дослідження NO-ергічної 
системи тканин пародонта та слиних залоз щурів за умов омепразол-індукованої гіпергастринемії 
визначали активність NO-синтази та вміст NO2-, який є кінцевим продуктом обміну NO [3]. 

Тривале введення ІПП тваринам протягом 28 діб сприяло зниженню в 1,2 разу активності NO-синтази в 
м’яких тканинах пародонта, порівняно з контролем. При 28-денному введенні пробіотиків «Симбітер 
ацидофільний» та «Апібакт» активність NO-синтази достовірно зростала порівняно із тваринами, яким 
протягом цього часу вводили лише ІПП. В тканинах слинних залоз активність NO-синтази при 28-денному 
введені омепразолу підвищилась в 1,45 разу, а за умов корекції із застосуванням мультипробіотиків 
«Симбітер ацидофільний» та «Апібакт» активність NO-синтази на 28 день експерименту достовірно 
зростала, порівняно зі щурами без корекції. 

NO2- – стабільний кінцевий продукт обміну NO в організмі. При запальних процесах, активації 
макрофагів і нейтрофілів, а також розвитку патогенної мікрофлори органів шлунково-кишкового тракту 
вміст іонів NO2- та NO3- значно підвищується [4]. На 28-у добу експерименту вміст нітрит-аніону у м’яких 
тканинах пародонта щурів з корекцією зріс у 3 рази у порівнянні з щурами, яким в цей час вводили лише 
ІПП. При 28-денному введенні мультипробіотиків «Симбітер ацидофільний» та «Апібакт» вміст нітритів в 
кістковій тканині пародонта достовірно зростає в 1,58 разу порівняно із тваринами, яким протягом цього 
часу вводили лише ІПП. В слинних залозах за умов омепразол-індукованої гіпергастринемії вміст нітритів 
збільшився в 1,18 разу, а за умов корекції мультипробіотиками «Симбітер ацидофільний» та «Апібакт» 
вміст нітритів достовірно не змінився. 

Отже, введення щурам мультипробіотиків «Симбітер ацидофільний» та «Апібакт» за умов омепразол-
індукованої гіпергастринемії сприяє нормалізації кровоплину та місцевих регуляторних процесів у тканинах 
пародонта та слинних залоз. 
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It is well known that prolonged use of proton pump inhibitors (PPIs) leads to hypoacidity, development of 
hypergastrinaemia [1] and can result in the development of dysbiosis  in the different parts of the digestive tract 
[2]. The use of probiotics is one of the ways to correct undesired dysbiosis in long-term use of PPIs. 
Multiprobiotics "Symbiter acidophilic" and "Apibact" have multicomponent composition and contain from 14 to 25 
strains of physiologically valuable microorganisms with different biological activity. Probiotic microflora efficiency 
of multiprobiotic "Apibact" increases when adding extract of propolis and efficiently complemented by its curative 
properties. The composition of propolis comprises herbal resins (average 55%); balms that contain a complex 
blend of essential oils, tannins, aromatic aldehydes, phenolic acids, wax, pollen (5-11%), mechanical impurities. It 
has a great set of mineral elements, vitamins and other substances. Flavonoids which are part of propolis have 
evident anti-inflammatory and antiseptic properties. 

The use of inanimate lyophilized probiotic preparations  is impractical because the mouth cavity is an open 
habitat and it is proximal part of gastrointestinal tract.  

Experiments were performed on 42 male rats Wistar, weighing 180-250g. Daily the animals were administered 
omeprazole (14 mg/kg body weight), "Symbiter acidophilic" or "Apibact" (0,14 ml/kg body weight orally)  apart or 
in combination for 28 days. Development of hypergastrinaemia was confirmed by the content of gastrin in the 
blood plasma of rats (59,0 ± 35,5 pg/ml, compared with the experimental animals injected with omeprazole for 28 
days - 170,7 ± 90,7 pg/ml). 

We determined NO-synthase activity and content of NO2-, which is the end product of NO metabolism for the 
investigation of the NO-ergic system of periodontal tissues and salivary glands of rats in the conditions of 
omeprazole-induced hypergastrinaemia [3]. 

Prolonged administration of PPIs to animals for 28 days helped to reduce in 1,2 times the activity of NO-
synthase in the soft tissues of parodontium compared with control group. NO-synthase activity was significantly 
increased compared with animals that were administered during this time only PPIs over  a period of 28 days 
administration of probiotics "Symbiter acidophilic" and "Apibact". 

NO-synthase activity increased in 1,45 times in the tissues of the salivary glands over  a period of 28 days 
administration of omeprazole. Under correction using multiprobiotics "Symbiter acidophilic" and "Apibact" NO-
synthase activity on the 28 day of the experiment was significantly increased compared with rats without 
correction. NO2- is a stable end product of NO metabolism in the body. The content of NO2- and NO3- significantly 
increased during inflammatory processes, activation of macrophages and neutrophils and in result of the 
development of pathogenic microflora in the gastrointestinal tract [4]. On the 28th day of the experiment contents 
of nitrite anions increased in 3 times in the soft tissues of rat’s parodontium with correction compared with rats 
which at that time were administered only PPIs.  

Over a period of 28 days administration of multiprobiotics "Symbiter acidophilic" and "Apibact" nitrite content 
significantly increases 1,58 times in bone tissue of  parodontium compared with animals that were administered 
only PPIs during this time. Nitrite content increased in 1,18 times in the salivary glands under the condition of 
omeprazole-induced hypergastrinaemia and nitrite content was not significantly changed under the correction by 
multiprobiotics "Symbiter acidophilic" and "Apibact". 

Thus, the introduction to rats of multiprobiotics "Symbiter acidophilic" and "Apibact" promotes to normalize 
blood flow and local regulatory processes in periodontal tissues and salivary glands under the conditions of 
omeprazole-induced hypergastrinaemia. 
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В настоящее время уделяется все большее внимание неврологическим заболеваниям. Возрастающая 
потребность в более эффективных препаратах требует создание новых перспективных химических 
агентов. Актуальным направлением «медицинского» синтеза остается создание и фармакологическая 
оценка новых производных известного класса пиридо[4,3-b]индолов[1].  

В данной работе изучали влияние новых производных на уровень ситуативной тревожности мышей, а 
также седативный эффект соединений. 

Исследование проводилось на мышах самцах линии С57-В6 массой 22-25 г. Все исследуемые 
вещества относятся к классу пиридо[4,3-b]индолов.  

Для изучения двигательной активности, ориентировочно-исследовательского поведения, параметров 
тревожности применяли тест «открытое поле» (ОП). Исследование влияния агентов на седативный 
эффект гексобарбитала проводили в тесте «гексеналовый сон» (ГК) [7]. Соединения вводили, 
внутрижелудочно однократно за 40 мин до тестирования.  

В тесте ОП выявлено, что мыши, которым вводили вещество СА-6539 в дозе 10 мг/кг, в периметре 
находятся достоверно меньшее время, чем контроль (р<0,05). Также у этой группы отмечается тенденция 
к увеличению дистанции движения, количества выходов в центр и ориентировочной реакции, 
относительно контроля. Снижение времени в периметре свидетельствует о том, что соединение СА-6539 
в дозе 10 мг/кг уменьшает уровень тревожности, то есть обладает анксиолитическим действием [6], 
остальные показатели также указывают на снижение уровня тревожности.   

В группе мышей, которой вводили вещество СА-6626х в дозе 1 мг/кг, дистанция движения была 
больше чем в группе контроля (p<0,01). Таким образом, вещество СА-6626х в дозе 1 мг/кг увеличивает 
уровень двигательной активности мышей, в подтверждение стимулирующему действию служит 
наименьший неподвижный момент по сравнению с контролем (р<0,01). Также у этой группы мышей 
отмечается в 2 раза меньшее время в периметре и увеличено время в центре по сравнению с контролем. 
Данные показатели свидетельствуют об уменьшении уровня тревожности мышей [3,5].  

Исследование опытных соединений в тесте ГС показало, что введение СА-6539 в дозе 10 мг/кг 
сокращает продолжительность бокового положения у мышей почти в 2,5 раза относительно контроля. 
Также у группы мышей, которым вводили соединение СА-6626х в дозе 0,05 мг/кг уменьшается 
длительность бокового положения почти в 2,5 раза (р=0,06). То есть, СА-6539 и СА-6626х препятствует 
развитию эффекта гексенала. Сокращение продолжительности гексеналового сна косвенно указывает на 
модулирующее воздействие на ГАМК – бензодиазепиновый – барбитуратный рецепторный комплекс [4], 
что может быть подтверждением анксиолитических свойств. Также, возможно, влияние изучаемых 
соединений на активность изоферментов цитохрома Р-450, а, следовательно, детоксикационную функции 
печени [2].  

Таким образом, соединение СА-6539  обладает противотревожным действием, но наиболее 
выраженный анксиолитический эффект со стимулирующей компанентой отмечен у соединения СА-6626х. 
Сон, вызванный гексеналом,  ослабляется соединениями СА-6539 и СА-6626х. 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (проект №09-04-01196-а) 
 
Литература: 
1. Алексеев Р. С., Куркин А. В., Юровская М. А. Методы синтеза изомерных аза-γ-карболинов // Химия 

гетероциклических соединений, 2011. С. 29 
2. Бачинский Н. Г., Гикавый В. И., Погоня И. Н. Сравнительное влияние энтомологических препаратов на систему 

цитохрома Р-450 печени // Клиническая фармакология и терапия, 2009. №6. С. 5-6 
3. Куликов А.В., Куликов В.А. EthoStudio – новый инструмент для точного и объективного фенотипирования признаков 

в генетике поведения // Вестник ВОГиС. 2009. Т. 13, вып. 3. - С. 543–553.  
4. Машковский М.Д. Лекарственные средства, изд.15 // M.: Новая волна, 2005. – 1200 с. 
5. Новиков В.Е., Левченкова О.С., Парфенов Э.А. Фармакологические свойства нового антигипоксанта Q-4 // 

Бюллетень Сибирской медицины, 2006. №2. - С. 65-67 
6. Новоселецкая А. В. Мнемотропные свойства иммуномодуляторов дерината и тактивина // дисс. канд. биол. наук., 

Москва.- 2011. 186 c. 
7. Руководство по экспериментальному (доклиническому) изучению новых фармакологических веществ/Под общей 

редакцией члена-корреспондента РАМН, профессора Р. У. Хабриева. 2-изд., перераб. и доп. М.: ОАО Издательство 
«Медицина», 2005. 832 с.: ил. 

  



 
 

 228

STUDY OF ANTIANXIETY EFFECTS OF NEW DERIVATES OF PIRIDO[4,3-b]INDOLE 
 

Nikolaeva1 N.S., Bolkunov1 A.V., Markova1 N.A., Bachurin1 S.O. 
 

1Institute of Physiologically Active Compounds of Russian Academy of Sciences,  
Moscow region, Chernogolovka, Russia. 

e-mail: nikolaevans@bk.ru 
 

Currently, more and more attention is devoted to neurological diseases. The increasing need for more 
effective drugs requires the development of new potent compounds. Development and pharmacological 
assessment of new derivatives of a well-known class of compounds of pyrido[4,3-b]indoles is currently an 
important issue in medicinal synthesis [1]. 

Here we studied the effects of new derivatives to the level of situational anxiety in mice, as well as a sedative 
effect of the compounds. 

The study was conducted on the C57-B6 male mice with an average weight of 22-25 g. All studied compounds 
belong to pyrido[4,3-b]indoles class. 

We used the "open field test" (OFT) to study overall mice activity, orienting and exploratory behavior as well 
as for the assessment the anxiety. Investigation of the effect of compounds on sedation effect of hexobarbital we 
used the "hexenal sleep test" (HST) [7]. All compounds were administered intraperitoneally once 40 minutes 
before testing. 

In the OFT we found that mice injected with CA-6539 at 10 mg/kg spent significantly less time in the perimeter 
compared to the control group (p <0.05). Also, the same experimental group showed increased trend towards the 
travelled distance, the number of outputs in the center and the orientation reaction (number of rearings), relative 
to the control group. The decrease in time that animals spent in the perimeter indicates that CA-6539 at 10 mg/kg 
reduces the level of anxiety, i.e. it has an anxiolytic effect [6], other indicators also point to a reduction in anxiety. 

Another group of animals there were treated with the CA-6626h at a dose of 1 mg/kg, the total travelled 
distance was greater than in the control group (p <0,01). Thus, CA-6626h at a dose of 1 mg/kg increases the level 
of locomotor activity in mice. The stimulating effect of this compounds is also reaffirmed by the rest time 
(stationary moment) compared to the control group (p <0.01). Also, in this experimental group mice spent twice as 
less time in the perimeter and showed an increased time in the center compared to the control animals. These 
data indicate a decrease in the level of anxiety in mice [3, 5]. 

The HST showed CA-6539 at 10 mg/kg reduced the duration of lateral position in mice by 2.5 times compared 
to the control group. Also, the group of mice treated with CA-6626h at a dose of 0.05 mg/kg showed a reduced 
duration of lateral position at almost 2.5 times (p = 0.06). In other words, CA-6539 and CA-6626h both hinder the 
development of the effect caused by hexobarbital. The reduction of hexenal sleep duration is indirectly indicates 
the modulatory effect on GABA, benzodiazepine barbiturate receptor complex [4], which may be evidence of 
anxiolytic properties of studied compounds. In addition, there might be an effect of the studied compounds on the 
activity of cytochrome P-450, and therefore, detoxification in the liver [2]. 

In conclusion, the CA-6539 compound has an antianxiety effect; however CA-6626h has the most pronounced 
anxiolytic effect of a characteristic stimulating component. The hexenal induced sleep is weakened by both CA-
6539 and CA-6626h compounds.  

 
This work was supported by the Russian Foundation for Basic Research (project № 09-04-01196-a). 
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ДІЯ КВЕРЦЕТИНУ НА ІЗОТОНІЧН СКОРОЧЕННЯ СКЕЛЕТНОГО М’ЯЗУ ЖАБИ 
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Флавоноїди широко поширені в природі. Враховуючи те, що флавоноїди здатні утворювати комплекси з 

металами, зокрема, з алюмінієм (які відрізняються кращою мембранною проникністю ніж алюміній), ми 
дослідити вплив кверцетину та його комплексу з алюмінієм, на функціональну активність скелетних м’язів. 

Проведені тензометричні дослідження динаміки скорочення пучків волокон скелетного м’язу m.tibialis 
жаби Rana temporaria в ізотонічному режимі під дією модульованої стимуляції та розчинів кверцетину 
різної концентрації. Встановлено, що кверцетин інгібує параметри м’язового скорочення. Більшому впливу 
піддається зміна довжини м’язового волокна, хоча на перших хвилинах експерименту в деяких випадках 
дещо інтенсивніше зменшувалась сила м’язового скорочення.  

При концентрації розчину кверцетину 10-4 моль/л, м’яз переходить в ізометричний режим скорочення. 
Збільшення концентрації розчину кверцетину призводить до зменшення силових відповідей, які нагадують 
стан втоми. Ця “втомлюваність” м’язового волокна не пов’язана з нестачею енергетичних запасів (глікогену 
та креатинфосфату), так як в процесі відмивання м’язового волокна фізіологічним розчином динамічні 
параметри  скорочення у всіх випадках, поступово відновлювались до початкового рівня.  

Зміни в динаміці скорочення залежно від тривалості дії реагентів не завжди носили лінійний характер і у 
деяких випадках спостерігалась часова затримка. Величина часової затримки залежала від концентрацій 
кверцетину. На нашу думку, часова затримка може обумовлюватися рівнем насичення м’язового волокна 
флавоноїдом. Це підтверджується відсутністю флуктуаційних змін в динаміці скорочення і переходом 
м’язових волокон в майже неактивний стан при використанні високої (10-4 моль/л) концентрації кверцетину. 
Встановлено, що комплекс кверцетину з алюмінієм інгібує параметри м’язового скорочення при менших  
концентраціях, порівняно з кверцетином. 
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Flavonoids are widely distributed in nature. Given that flavonoids are able to form complexes with metals, 

particularly with aluminium (which permeability  in membrane is better than aluminium), we investigate the effect 
of quercetin and its complex with aluminium, on the functional activity of the skeletal muscles. 

Tenzometry study of skeletal muscle fiber dynamics of the contraction m.tibialis frog Rana temporaria in 
isotonic mode under modulated stimulation and quercetin various concentrations were done. Quercetin inhibits 
muscle contraction parameters. Change in length of muscle fibers is greater, although in the first minutes of the 
experiment in some cases force of muscle contraction decreased slightly stronger. 

When the concentration of quercetin is 10-4 mol/l, the muscle becomes in isometric contraction mode. An 
increased concentration of quercetin reduces the strength of responses that resemble the state of fatigue. This 
"fatigue" of the muscle fiber is not associated with a lack of energy reserves (glycogen and creatine phosphate).  

Changes in the dynamics of contraction, depending on the duration of the reagents, were not always linear, 
and in some cases we observed time delay. The value of the time delay was dependent on the concentrations of 
quercetin. In our opinion, the time delay can be conditional on the level of saturation of the muscle fiber by 
flavonoids. This is confirmed by the absence of changes in the dynamics of fluctuation of contraction and 
transition of muscle fibers in an almost inactive state when using high (10-4 mol/l) concentrations of quercetin. It is 
shown that complex of quercetin with aluminium inhibits muscle contraction parameters at lower concentrations 
as compared with quercetin. 
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Ранее [1] нами была обнаружена обратная зависимость между концентрацией клеточных суспензий и 
интенсивностью митохондриального дыхания. Эта зависимость не была обусловлена конкуренцией клеток 
за дыхательные субстраты и хорошо коррелировала с ζ-потенциалом клеточной мембраны. В этой связи 
представлялось полезным оценить величину интегрального показателя электрической активности 
клеточной популяции — объемного  ζ-потенциала, а также возможности модуляции этой величины 
различными агентами. 

Исследовали влияние синтетических модуляторов метаболизма полиаминов (метилглиоксаль-бис-
гуанилгидразона — МГБГ — и полигексаметиленгуанидина — ПМГ) и растительных пищевых продуктов 
(черничной пасты — ЧП — и экстракта фенугрека) на величину объемного ζ-потенциала суспензии 
асцитных клеток перевивного лейкоза L1210 мышей. В каждом образце измеряли методом 
цитоэлектрофореза ζ-потенциал 100 клеток. Для расчета объемного потенциала φ пользовались 
известной формулой [2]  

 R

dV , 

где ρ — плотность заряда в объемном элементе dV и R — расстояние точки поля, которая имеет 
потенциал φ, от элемента объема dV, адаптировав ее к реальным условиям эксперимента приведением к 
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где С – концентрация клеток (млн/мл), nkζk – произведение значения индивидуальной клетки потенциала и 
числа клеток, имеющих такое его значение. Сумма в формуле есть взвешенное среднее значение 
потенциала, умноженное на 100, чтобы избежать дробных значений. Результаты представлены в таблице. 
 

 
Группа животных 

ζ-потенциал асцитных клеток Концентрация клеток  
в асците, 

106кл/мл, M±m 
Модальный класс, мВ / % 

в модальном классе 
Объемный потенциал 1 мл 
исходного асцита, мВ, M±m 

1. Контроль 10,5 / 60   7,4×109 ± 1,1×109 568 ± 88 
2. ПМГ 14 / 35     9,7×109 ± 3,0×109 700 ± 216 
3. МГБГ 7 / 35       9,6×109 ± 2,5×109 950 ± 248 
4. ЧП 10,5 / 55  7,95×109 ± 1,3×109 606 ± 98 
5. ПМГ+ЧП 10,5 / 45   9,4×109 ± 3,8×109 956 ± 391 
6. МГБГ+ЧП 10,5 / 85   28,4×109 ± 10,2×109 * 2573 ± 925* 
7. Фенугрек 7 / 75    3,9×109 ± 0,7×109 * 469 ± 83 

 
Как видно из таблицы, объемный ζ-потенциал суспензии клеток L1210 оказался достаточно стабильной 
величиной: из 6 опытных групп лишь в двух отмечено его достоверное (P<0,05) его увеличение или 
уменьшение по сравнению с контролем.  
Расчет коэффициента ранговой корреляции Спирмена (r) показал очень сильную связь (r =1;  P<0,001) 
между объемным потенциалом суспензии клеток и ее концентрацией для групп 1, 4, 5, 6, 7. Группы 
животных, подвергавшихся воздействию синтетических ингибиторов различных звеньев метаболизма 
полиаминов, существенно выпадают из корреляционного ряда: при вычислении  с учетом группы 3 
получено  r ≈ 0,90;  P≈0,01, а при введении в расчет также и группы 2 —  r ≈ 0,71;  0,05<P<0,1. 
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Previously [1] we have demonstrated reciprocal relation between concentration of a cells suspension and 

intensity of mitochondrial respiration. This relation was not caused by cells' competition for the respiratory 
substrates and was correlated well with ζ-potential of cell membrane. Thereupon, it was suggested to be 
expedient to evaluate the integral index of a cell populations' electric activity — volumetric  ζ-potential – and also 
what are the possible modulations of this value by different agents. 

There was studied effect of certain synthetic modulators of polyamines metabolism (methylglyoxal-bis-
guanilhydrazone — MGBG – and polyhexamethyleneguanidine — PMG) and plant-made foods (blackberry paste 
— BP – and fenugreek extract) on volumetric ζ-potential of L1210 mouse leukemia's ascitic cells suspension. In 
each suspension sample, ζ-potential of 100 cells was measured by cytoelectrophoresis. To calculate volumetric 
potential φ, a well known formula [2] was used  

 R

dV , 

in which ρ — charge density in an elementary volume dV, and R — distance of a field point with φ potential from 
an elementary volume dV. This formula was adapted to real experimental conditions by it's transform to the 

following form: 

 
 k
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i
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CC 
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1 , 
in which С – cells concentration (mln/ml), nkζk – product of an individual cell's potential value and number of cells 
with this potential value. Sum in the formula is weihed mean of potential multiplied by 100 – to keep off fractional 
values.  The results are present in the table. 
 

 
Group of animals 

ζ-potential of ascitic cells Cells concentration  
in the ascites, 

106  cells/ml, M±m 
Modal class, mV /  

% in the modal class 
Volumetric potential of 1 ml of 

native ascites, mV, M±m 
1. Control 10,5 / 60   7,4×109 ± 1,1×109 568 ± 88 
2. PMG 14 / 35     9,7×109 ± 3,0×109 700 ± 216 
3. MGBG 7 / 35       9,6×109 ± 2,5×109 950 ± 248 
4. BP 10,5 / 55  7,95×109 ± 1,3×109 606 ± 98 
5. PMG+BP 10,5 / 45   9,4×109 ± 3,8×109 956 ± 391 
6. MGBG+BP 10,5 / 85   28,4×109 ± 10,2×109 * 2573 ± 925 * 
7. Phenugreek 7 / 75    3,9×109 ± 0,7×109 * 469 ± 83 

 
As it is shown in the table, volumetric ζ-potential of L1210 cells suspension was a rather stable value: from 6 
experimental групп groups, only 2 show significant (P<0.05) it's increase or decrease versus control.  
Calculation of the Spearmen's coefficient of range correlation (r) shows wery strong connection (r =1;  P<0.001) 
between volumetric ζ-potential of the cells suspension and it's concentration for the groups 1, 4, 5, 6, 7. The 
groups of animals have been administered with the synthetic modulators of polyamines metabolism essentially fall 
out of the correlation series: if the group 3 was included into the series, it was obtained  r ≈ 0.90;  P≈0.01; if both 
groups 3 and 2 were included, it was obtained r ≈ 0.71;  0.05<P<0.1. 
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Исследование механизмов смерти опухолевых клеток представляет собой, по понятным причинам, 
одну из главных задач экспериментальной онкологии. В настоящее время классификация вариантов 
клеточной смерти разрабатывается международным Номенклатурным комитетом по клеточной смерти на 
основе комплекса морфологических, биохимических и молекулярно-биологических критериев, однако 
именно морфологические критерии составляют ее первооснову [1]. Эта классификация включает в себя  
целый ряд сигнальных схем и соответствующих им морфологических картин, способных проявляться как в 
«чистом» виде, так и во взаимодействиях и взаимопереходах между собой. Вполне понятно также, что в 
условиях химиотерапии опухолей эти схемы и картины могут значительно видоизменяться в зависимости 
от механизма действия применяемого препарата, вплоть до появления новых вариантов, не 
встречающихся в отсутствие терапии. Выявление и изучение таких модификаций клеточной смерти 
представляет принципиальный интерес для понимания особенностей действия противоопухолевых 
препаратов и, соответственно, рационализации терапевтической стратегии. Исходя из вышеизложенного, 
целью данной работы является инициация исследований по разработке морфологической классификации 
вариантов смерти опухолевых клеток с точки зрения лекарственного патоморфоза. Такой подход 
неизбежно связан с уточнением и пересмотром биологического смысла некоторых общепринятых 
гистологических и цитологических терминов – например, термина «дистрофические изменения клеток».    

Исследовали гистологическую картину клеточной смерти в опухолях широко используемого 
перевиваемого штамма — карциносаркомы Уокер W-256 крыс — в условиях действия одного из 
классических противоопухолевых химиопрепаратов (цисплатина, ЦП) и интенсивно изучаемых в 
настоящее время вспомогательных противоопухолевых агентов растительного происхождения 
(полифенолсодержащего экстракта зеленого чая и порошка фенугрекa (Trigonella foenum-graecum).  

Гистологические препараты, окрашенные гематоксилин-эозином и по Фельгену, демонстрируют 
следующее. Клетки паренхимы опухолей у животных, получавших ЦП, проходят ряд стадий утраты 
ядерной ДНК, не образуя при этом апоптозных телец и не проявляя признаков кариорексиса, пикноза ядер 
или кариолиза, и в конце концов превращаются в тени, лишенные ДНК-содержащих структур. Именно 
такими тенями представлено подавляющее большинство клеток паренхимы в этих опухолях.  

Сугубо умозрительно можно было бы предположить и маскировку части ДНК, однако на деле гипотеза 
о маскировке a priori несостоятельна, поскольку метод окраски по Фельгену как раз и предусматривает 
демаскировку ДНК путем жесткого кислотного гидролиза.  

В опухолях животных, получавших ЦП в комбинации с наноэкстрактом зеленого чая, все стадии утраты 
ядерной ДНК клетками паренхимы – от визуально интактных клеток до теней – наблюдаются в 
сопоставимых друг с другом количествах. Такие морфологические изменения клеток обычно включают в 
комплекс признаков, описываемый как «дистрофические изменения клеток».  

Вся совокупность наблюдаемых фактов находит логичное объяснение, если предположить, что в 
чувствительных клетках под действием ЦП происходит рестрикция поврежденной ДНК, тогда как 
последующие этапы репарации блокированы действием ЦП. В результате ДНК разрезается на малые 
фрагменты, которые вымываются из клетки как in situ интерстициальной жидкостью, так и водными 
растворами, используемыми в процессе приготовления гистологических препаратов. В опухолях 
животных, получавших фенугрек, постепенная утрата ядерной ДНК наблюдается и без применения ЦП в 
клетках паренхимы и гистиоцитах стромы, расположенных вблизи тяжей ретикулярной соединительной 
ткани (СТ), что указывает на возможность продуцирования факторов, вызывающих прерванную 
репарацию ДНК, самими клетками СТ. В этой связи необходимо отметить, что морфологические картины, 
описанные выше, иногда отмечаются даже в не подвергавшихся лечебным воздействиям опухолях 
некоторых других штаммов  (аденокарциномы молочной железы мышей Ca755 и др.).  

Таким образом, описанные изменения окраски хроматина, обычно включаемые в комплекс 
«дистрофических изменений опухолевых клеток», скорее всего, представляют собою особый вариант 
клеточной смерти. К сожалению, проверка данной гипотезы негистологическими и даже 
иммуногистохимическими методами сопряжена с принципиальными трудностями и является делом 
будущего.  
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Investigation of cell death pathways, because of clear reasons, is one of the cardinal problems in experimental 

oncology. Modern classification of cell death types being provided by the inernational Nomenclature Committee 
on Cell Death is based on a large complex of morphological, biochemical and molecular criteria but just 
morphological criteria cosist it's main principle [1]. This classification includes a few of signalinf schemes and 
corresponding morphological pictures bein able to appear themselves or in different interections and 
interconversions. In additon, it is clear that these schemes and pictures can be significantly modified under 
chemotherapy, dependently on the drug pathways, up to appearance of some new types of cell death being not 
occured without chemotherapy. Detection and study of such types of cell death is of the basic inerest to 
understand peculiarities of anticancer drugs' effect and to  optimize therapeutic strategy. Reasoning from the 
above, the aim of this work was to initiate development of drug-pathomorphosis-based cell death classification.  
This approach is necessarily related to specification and reassessment of certain commonly used histologic and 
cytologic terms — for example, such term as «dystrophic degeneration of the cells».    

A histological picture of the cells' death was studied in the widespread transplantable tumor strain such as rat 
Walker W-256 carcinosarcoma in the animals have been administered with one of the classic anticancer drugs 
(Cisplatin, CP) and some of the subsidiary anticancer agents of plant origin being intensively investigated 
(polyphenols-containing green tea extract and fenufreek (Trigonella foenum-graecum) powder. The histological 
slides have been stained with hematoxylin-and-eosin or by the Feulgen's method demonstrate the following. 
Parenchyma's cells in the tumors of CP-treated animals passing through series of stages of nuclear DNA lesion 
but but not forming neither apoptosis bodies nor karyorrhexis nor nuclear pyknosis nor karyolysis, turn into the 
cells' shadows not containing any visible DNA structures. The most of the parenchymal cells in these tumors are 
just such shadows.  

Exceptionally  speculatively, partial DNA masking might be supposed, but indeed this hypothesis is a priori 
baseless because the Feulgen's method just  provides for DNA demasking by the way of hard acid hydrolysis.  

In the tumors of the animals have been administered with CP jointly with the green tea nano-extract, all stages 
of the DNA remove from the parenchyma's cells were observed: from the visually intact cells up to the shadows. 
The chromatin stain modulations have been described above, being commonly included into a complex of the 
«dystrophic alterations of the tumor tissue». 

All the facts have been observed mcan be logically clarified supposing that, in the sensitive cells under CP, 
has place DNA restriction but the following repair steps are blocked by CP. As a result, DNA became restricted 
into small fragments being removed from the cells both in situ by interstitial liquid and by the water solutions being 
used during prepair of the histologic slides. In the tumors of fenufreek-treated animals, gradual DNA lesion was 
occurred in the cells' nuclei even without CP administration, namely in parenchymal cells and stromal histiocytes 
being placed near tension bars of reticular connective tissue (CT). In this connection, it is necessary to point that 
morphological pictures as described above sometimes also present even in non-treated tumors of certain other 
tumor strains (Ca755 mouse mammary carcinoma, etc.). This shows the agents causing abortive repair of nuclear 
DNA can be produced by the CT cells themselves.  

Thus, so-called «dystrophic alterations of the tumor tissue» are, most probably, a peculiar kind of cell death. 
Unfortunately, verification of this hypothesis with non-histological and even immunohistochemical methods is 
accompanied with fundamental difficulties and is a task for the future. 
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Ранее [1] нами была сформулирована модель, согласно которой все молекулы макроскопического 
образца воды расположены на 2-мерной ленточной спиновой гиперповерхности, образованной парами 
протонов, принадлежащими треугольникам Н—О—Н и Н٠٠٠О٠٠٠Н, где сплошные линии означают 
ковалентные, а пунктирные — водородные связи. Глобально эта гиперповерхность представляет собою 
ленту Мебиуса (нечетное состояние), т.е. содержит нечетное число протонных пар с антипараллельной 
ориентацией спинов и суммарным спином 0. Локальные же участки, содержащие не менее трех протонных 
пар, могут изменять свое состояние от четного к нечетному и обратно, что соответствует 
распространению по гиперповерхности трех мод бозонных спиновых волн: {+1,0,-1}; {+1,-1}; {0,±1}.  

Очевидно, что система состояний локальных участков такой гиперповерхности представляет собой 
иерархический двоичный код, в котором уровень иерархии определяется числом троек электронных пар, 
умещающихся на данном участке гиперповерхности. Система же самих локальных участков (отрезков 
ленточной гиперповерхности с числом протонных пар не менее трех) есть не что иное как иерархическая 
многоленточная мащина Тьюринга, в которой общее число лент равно  

!
!
 

где А – размещение, N – число молекул в образце воды, а число лент на каждом i-м иерархическом 
уровне равно  

; ni = 3, 4, 5,…, N. 
Вместе с тем, такие ленты не вполне взаимонезависимы. Ограничение накладывает, в первую 

очередь, глобальная нормировка четности. Например, из нечетного состояния в четное или обратно 
может одновременно перейти лишь четное число лент, независимо от ирархического уровня каждой из 
них. 

Ввод и вывод данных в такой машине требуют специальных физико-технических приемов, разработка 
которых — дело будущего. Однако некоторые принципиальные подходы можно указать уже сейчас.  

Глобально, магнитное поле протонных спинов на гиперповерхности полностью самозамкнуто, т.е. не 
может быть зарегистрировано ни внешним, ни погруженным магнитометричским датчиком. Его 
регистрация и, соответственно, оценка его локальных вариаций может осуществляться с помощью ЯМР 
и/или двойнного (оптико-магнито-оптического) эффекта Фарадея [1]. Можно предположить, что 
сканирование различных иерархических уровней машины можно осуществить путем варьирования 
параметров полей спектрометра ЯМР или спектральных характеристик и силы света при измерении 
двойного эффекта Фарадея. Некотрые надежды на рациональную организацию ввода данных и 
рациональную интерпретацию выхода дают статистические подходы, связанные с теорией фазовых 
переходов в решетках [2, 3]. Кроме того, возможно, локальные нечетно-четные переходы могут приводить 
к импульсным выбросам магнитного потока, которые могут быть зарегистрированы магнитометром. 
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 Previously [1] we have created a model in which all molecules in a macroscopic water sample lie at a 2-
dimensional banded spin hypersurface built of the proton pairs being included into triangles Н—О—Н и 
Н٠٠٠О٠٠٠Н, in which firm line mean a covalent bond and dotted line — a hydrogen bond. Globally, this 
hypersurface is the cross cap (Mobius band) (odd state), i.e. contains an odd number of the proton pairs with 
antiparallel spins and with the resultant spin equal to 0. But local regions containing not less than 3 proton pairs 
may change their state from odd to even and back, and this corresponds to three Bose spin wave modes ({+1,0,-
1}; {+1,-1}; {0,±1}) at the hypersurface.  

Evidently, the states system of the local regions at this hypersurface is a hierarchical binary code in which a 
hierarchy level is determined by the number of triads of the proton pairs being contained in this region of the 
hypersurface. System of the local regions themselves (segments of the banded hypersurface each containing 
not less than 3 proton pairs) is nothing else than a hierarchical multiple-tape Turing machine in which total tapes 
number is  

!
!
 

In which А – arrangement, N – number of molecules in the water sample, and tapes number at each i-th hierarchy 
level is 

; ni = 3, 4, 5,…, N. 
At the same time, these tapes are not completely interindependent. Their transformations are limited, first of 

all, by global parity normalization. For example, only odd number of the bands may simultaneously change their 
state from odd to even or back, independently on hierarchy level of each of them. 

Data input and output in this machine require special physical techniques having to be developed in future. 
But some principles may be named now. 

Globally, magnetic field of the protons' spins is completely self-closed at the hypersurface, i.e. it may not be 
detected neither external nor submerged magnetic detector. It may be registered and, correspondently, its local 
variations may be evaluated by the methods of NMR and/or double (optico-magneto-optical) Faraday's effect [1]. 
It may be suggested that different hierarchy levels of this machine may be scanned varying the field parameters 
of NMR spectrometer or spectral characteristics and light intensity if double Faraday's effect would be studied. 
Some prospect of rational input organization and output interpretation we pin on the statistical approaches related 
to the theory of phase transfers in meshes [2, 3]. In addition, it is probable that local odd-even transformations 
may lead to spikes of magnetic flux being able to be registered by a magnetometer. 
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Хорошо известно, что чем выше уровень биологического разнообразия, тем выше адаптивная 
устойчивость (компенсаторный резерв) биологических систем на любом структурном уровне. Наиболее 
известный пример действия этой закономерности в онкологии, к сожалению, касается адаптации опухоли 
к выживанию в организме хозяина: чем выше гетерогенность популяции опухолевых клеток по их 
плоидности, спектру мутаций, спектру ферментативных активностей и другим признакам — тем выше ее 
способность адаптироваться к лечебным воздействиям и реакциям противоопухолевого иммунитета. 
Однако есть все основания полагать, что та же закономерность справедлива и в отношении адаптации 
хозяина к выживанию в процессе опухолевой болезни. Исходя из классической концепции А.А.Богомольца 
— Р.Е.Кавецкого о роли физиологической системы соединительной ткани (СТ) в опухолевом процессе, 
такая адаптация должна проявляться на гистологическом уровне в форме повышения разнообразия 
гистологических типов СТ в строме опухоли, а на макроскопическом уровне — в торможении опухолевого 
роста. В тех случаях, когда прямое цитотоксическое действие на клетки опухоли не является 
определяющим механизмом противоопухолевого эффекта, изменение уровня разнообразия типов СТ в 
процессе лечения должно прямо коррелировать с индексом торможения опухолевого роста. 
Экспериментальная проверка этой гипотезы и представляла собой цель данного исследования. 

Исследовали скорость роста и состояние стромы опухолей широко используемого перевиваемого 
штамма — карциносаркомы Уокер W-256 крыс — в условиях действия одного из классических 
противоопухолевых химиопрепаратов (цисплатина) и интенсивно изучаемых в настоящее время 
вспомогательных противоопухолевых агентов растительного происхождения [полифенолсодержащего 
наноэкстракта зеленого чая (НЗЧ) и порошка фенугрекa (Trigonella foenum-graecum)]. Для определения 
гистологических типов СТ пользовались общепринятой классификацией [1, 2]. Данные о влияниии 
перечисленных агентов на скорость роста опухолей (по критерию средней массы опухолей на день забоя 
животных) и о разнообразии типов СТ в строме опухолей представлены в таблице. 
 

Группа 
животных 

Средняя масса 
опухолей (г, M±m) 

Жизнеспособность паренхимы и  
гистологические типы СТ в строме опухолей 

Контроль  
(n = 8) 

26,6 ± 2,3 Паренхима жизнеспособна. Строма представлена рыхлой 
волокнистой СТ в количестве, обратно пропорциональном 
массе опухоли, в среднем +++.  

Цисплатин  
(n = 1 0) 

6,2 ± 2,1* Паренхима практически нежизнеспособна. Строма 
представлена рыхлой волокнистой СТ ++, но более 
плотной, богатой жизнеспособными фибробластами. 

Цисплатин + НЗЧ 
(n = 10) 

2,3 ± 0,8*, ** Доля жизнеспособной паренхимы около 40%. СТ — рыхлая 
волокнистая, ретикулярная, плотная неоформленная, 
жировая, в сумме ++++. 

Фенугрек (n = 10) 28,7 ± 2,9 Паренхима жизнеспособна. Строма представлена рыхлой 
волокнистой СТ в количестве, обратно пропорциональном 
массе опухоли, в среднем +++. 

Примечания. * - отличие от контроля статистически значимо (P<0,05); ** - отличие от группы 2 статистически значимо 
(P<0,05).  
 

Таким образом, для групп животных, подвергавшихся действию нецитотоксического агента (фенугрека) 
или цитотоксического препарата в условиях частичной нейтрализации его токсичности вспомогательным 
агентом (группа Цисплатин+НЗЧ) разнообразие гистологических типов СТ в строме опухоли и занимаемая 
СТ доля объема в общем объеме опухолей действительно, как это и ожидалось, возрастали при наличии 
выраженного торможения опухолевого роста.  

В опухолях животных, получавших только цитотоксический препарат — цисплатин — гораздо более 
выражено воздействие последнего на паренхиму, нежели на строму опухоли, и в перспективе можно 
предполагать фиброзное замещение погибшей паренхимы. 
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As it is known, the more biological diversity the higher adaptive stability (compensation reserve) at any 
structural level of the biological systems. The most known example of this rule in oncology, unfortunately, is 
related to a tumor's survival in a host organism: the higher heterogeneity of a tumor cells population as to the 
cells' ploidy, spectrum of mutations, spectrum of enzymatic activities and others — the higher is tumor's ability to 
adapt itself to medical impact and to anticancer immunity reactions. But there are all reasons to suppose the 
same rule is correct for the host's adaptation to survival during a tumor disease. Reasoning from the classic  
concept of А.А.Bogomolets — R.Е.Kavetsky about a role of connective tissue (CT) physiological system in   
cancer, this adaptation has to become apparent on histological level as increased diversity of CT hystological 
types in a tumor's stroma, and on а macroscopic level — as tumor growth retardation. If direct cytotoxic action is 
not a basic pathway of the anticancer effect, modulations of CT types diversity level under treatment have to 
correlate directly with index of tumor growth retardation. Experimental verification of this hypothesis was the aim 
of the present investigation. 

Tumor growth rate and stage of the tumors' stroma were studied on an established grafting tumor strain — W-
256 Walker rat carcinosarcoma — under one of the classic anticancer drugs (Cisplatin) and subsidiary anticancer 
agents of plant origin [green tea polyphenolic nanoextract(NGT) and phenugreek (Trigonella foenum-graecum) 
extract]. To classify СТ histological types, commonly used classification [1] was applied. The data on the effect of 
the agent listed above on tumor growth rate (evaluated by average tumor mass at the day when the animals were 
sacrificied) and on diversity of СТ histological types in the tumors' stroma are present in the table. 
 

Animals group Average tumor mass 
(g, M±m) 

Parenchyma's viability and CT histological types in 
the tumor's stroma 

Control  
(n = 8) 

26.6 ± 2.3 Parenchyma is viable. Stroma is presented by loose СТ in 
amount, inversly proportional to a tumor mass, +++ in average. 

Cisplatin  
(n = 1 0) 

6.2 ± 2.1* Parenchyma is practically unviable. Stroma is presented by 
loose СТ ++ but some more compact, rich with the viable 
fibroblasts. 

Cisplatin + NGT  
(n = 10) 

2.3 ± 0.8*, ** Part of viable parenchyma is near 40%. СТ — loose, reticular, 
compact indistinct, adipose, ++++ in total. 

Phenugreek  
(n = 10) 

28.7 ± 2.9 Parenchyma is viable. Stroma is presented by loose СТ in 
amount, inversly proportional to a tumor mass, +++ in average.

Notice. * - difference from the control group is statistically significant (P<0.05); ** - difference from the  group 2 is statistically 
significant (P<0.05).  
 

Thus, for the animals' groups have been administered with a non-cytotoxic agent (phenugreec) or a cytotoxic 
drug, toxicity of which was partially counteracted by a subsidiary agent (Cisplatin+NGT group), diversity of СТ 
histological types in the tumors' stroma and СТ's volume part in total tumors' volume indeed, as it was  suggested, 
increased when essential retardation of tumor growth was occured. 

In the tumors of the animals have been administered with a cytotoxic drug — Cisplatin - only, the drug's effect 
on the parenchyma was much more expressive than on stroma and it may be suggested farther fibrous 
substitution of the lifeless parenchyma. 
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Яды змей – сложные смеси белков с высокой биологической активностью. Преобладающие 

компоненты обусловливают основное поражающее действие яда. Однако в ядах змей наряду с 
высокопредставленными белками зачастую содержатся в небольших количествах их гомологи и 
модифицированные аналоги со слегка изменённой функцией, а также минорные белки других структурных 
типов. Подчас такие соединения обладают уникальным набором фармакологических эффектов, и их поиск 
и исследование являются одними из направлений нашей работы. 

Минорные компоненты яда змей, иногда существенно отличаясь по своим эффектам от 
преобладающих компонентов, могут иметь своими мишенями систему передачи нервного импульса, 
иммунную систему, систему свёртывания крови, а также затрагивать ряд клеточных процессов.  

Так, нами показано, что трёхпетельный токсин альфа-кобратоксин способен формировать димеры, в 
которых мономеры соединены дисульфидными связями и образуют ранее неизвестную структуру, что 
приводит к изменению специфичности взаимодействия с различными подтипами никотинового 
ацетилхолинового рецептора (н-АХР) (1), а димеризация альфа-кобратоксина с цитотоксином полностью 
устраняет цитотоксический потенциал последнего (2). Ковалентные димеры альфа-кобратоксина 
присутствуют в яде кобры в крайне низких количествах. 

Фосфолипазы А2 – преобладающие компоненты змеиного яда. Но на примере именно минорных 
фосфолипаз А2 нами впервые обнаружена их способность блокировать н-АХР (3). Нарушение 
свёртывания крови – ведущий эффект гемотоксических ядов змей, однако в нейротоксических ядах его 
проявляют минорные вещества. Так, фосфолипаза А2, выделенная нами из яда египетской кобры, 
оказалась ингибитором тромбина. Кроме того, она тормозит пролиферацию клеток РС12 
феохромоцитомы крысы. Это – единственный на сегодня ингибитор тромбина с собственной 
антипролиферативной активностью (4). 

Яды змей содержат также минорные белки – эффекторы комплемента. В частности, так называемый 
фактор яда кобры запускает активацию системы комплемента по альтернативному пути, а репролизин 
оксиагин из яда среднеазиатской кобры, как было показано нами, является ингибитором классического 
пути активации комплемента (5).  

Мы также обнаружили, что фактор роста нервов, содержащийся в змеином яде, может в 
определённых условиях оказывать противоопухолевый эффект как in vitro, так и in vivo (6). 

Следует отметить, что биологические эффекты минорных компонентов яда змей, как правило, 
весьма избирательны. В большинстве случаев появление новых свойств может объясняться необычными 
для соединений данного класса структурными особенностями. Можно предположить, что некоторые из 
таких соединений уже в ближайшем будущем окажутся полезными инструментами в фундаментальных 
биохимических исследованиях. 
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Snake venoms are complex mixtures of proteins with high biological activity. Prevailing components account 

for the main toxic effect of venom. However, snake venoms contain, along with the major proteins, their 
homologues and post-translational derivatives with a slightly modified function, presented in small amounts, as 
well as some minor proteins of other structural types. Sometimes, such compounds possess a unique set of 
pharmacological effects; finding and researching them are of lines of our investigations. 

Minor components from snake venom may differ substantially from prevailing ones by their effects. They can 
target the mechanism of nerve impulse transmission, the immune system, the blood coagulation system, and 
some cellular processes. 

Thus, we have shown that alpha-cobratoxin, a three-fingered toxin, may form a dimer wherein the 
monomers are interconnected by disulfide bridges to generate a structure unknown previously. That gives rise to 
change specificity of interaction with certain sub-types of nicotinic acetylcholine receptor (n-AChR) (1). At the 
same time, a cytotoxin within a heterodimer with alpha-cobratoxin loses completely its cytotoxic potential (2). The 
covalent dimers of alpha-cobratoxin are presented in cobra venom in extremely low concentrations.  

Phospholipases A2 are the main constituents of snake venom. However, for the first time we have found 
their ability to block n-AChR just using a minor phospholipase A2 (3). Disturbance of the blood coagulation 
system is a primary effect of hematoxic venoms; it is a side effect of neurotoxic venoms wherein it is associated 
with minor components. So, we have isolated a minor phospholipase A2 from Egyptian cobra venom. It appears 
to be a thrombin inhibitor; moreover, it suppresses the proliferation of PC12 rat pheochromocytoma cells. It is the 
unique thrombin inhibitor possessing an intrinsic anti-proliferative activity (4).  

Snake venoms contain also minor proteins – effectors of the complement system. Inter alia, so-called cobra 
venom factor activates the alternative pathway of the complement system, and oxiagin, a reprolysin from Middle 
Asian cobra venom, has been shown by us as an inhibitor of the classical pathway of the complement system (5). 

We have also found that the nerve growth factor from snake venom can exert an anti-tumor effect at 
appropriate conditions both in vitro and in vivo (6). 

One should note that biological effects of minor components from snake venom are highly selective, as a 
rule. In most of cases the appearance of novel abilities can be explained by some structural features unusual for a 
given class of proteins. We suggest that certain of such compounds shall become valuable molecular tools in 
fundamental biochemical researches in the future. 
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Drug resistance has mushroomed up after advent of every major class of antimicrobial drugs, varying in time 

from as short as 1 year (penicillin) to >10 years [1]. The dynamic relationship between microorganisms, with their 
rapidly evolving host immune evading mechanisms, and the reducing plethora of effective antimicrobials, seems 
to be coming to a bitter end owing to the emergence of multiple drug resistance (MDR) bacteria, like New Delhi 
Metallo-beta-lactamase-1 (NDM-1) Escherichia coli strain [2]. Organisms associated with nosocomial and 
community acquired infections are also becoming drug resistant due to the over utilization of antibiotics, 
consequently leading to high morbidity, mortality resulting in increased health costs. Although several 
chemotherapeutics are used to treat such alarming multidrug resistant microbes, but regardless of controlling the 
situation, these chemotherapeutic agents transform the commensals into pathogens. With the advent of MDR 
bacteria like NDM-1, it has become essential to look for novel antimicrobials as alternative agents from medicinal 
plants, if the problem is to be contained. It is known that herbal plants are a reservoir of multiple phytoconstituents 
having medicinal utility as either antibiotic resistance modifier, immunomodulatory or showing symptomatic relief 
and hence might be useful to counteract superbugs (MDR bacteria) menace. A few examples of such promising 
herbal plants include Hemidesmus indicus, Allium sativum, Camellia sinensis, Berberis aristata, Plumbago 
zeylanica etc. Search for new herbal based antimicrobials against MDR organisms should be based on the 
dynamic bioinformatics tools for Molecular docking, Quantitative Structure Activity Relationship prediction and 
Toxicity prediction. 

Bio-assay studies are needed to confirm the presence of multiple antimicrobial compounds or synergic effects 
of these compounds. Standardization of active fractions and study for toxicity and in vivo efficacy may result in 
development of better antimicrobial drugs. If successful, this novel approach may provide nature friendly and cost 
effective drugs accessible to masses. 
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Imbalance of iron metabolism causes excess iron accumulation in the body leading to injury and consequent 
dysfunction of target organs, especially the liver, since it is the primary organ for iron storage. With time, iron is 
redistributed resulting amplification of reactive oxygen species (ROS) production and hepatocyte injury under 
iron-overload-induced oxidative stress. Iron chelation therapy, using deferoxamine and deferasirox, represents an 
avenue of treatment for these conditions, although widespread application is restricted owing to lack of traditional 
safety and efficacy. 

In vitro iron chelation and protection of ROS-mediated pUC-18 DNA damage by Terminalia chebula fruit 
extract indicated its potential as in vivo iron chelator. In vivo hepatic iron overload in Swiss albino mice is induced 
with i.p. administration of iron-dextran injection, while the plant extract is orally administered dose dependently. 
The sera and livers collected from the normal and treated mice are comparatively studied for different biochemical 
markers. Results revealed that the levels of hepatic TBARS, liver iron, protein carbonyl and hydroxyproline, all 
markers of hepatic damage are lowered by treatment. Conversely, levels of hepatic antioxidant enzymes, viz. 
SOD, CAT, GST and non-enzymatic GSH are increased. The dosage of the plant extract not only made the levels 
of serum enzymes (viz., ASAT, ALAT, ALP & bilirubin) approach normal value, but also subdued the raised serum 
ferritin level. Accordingly, it is derived that the plant extract will be beneficial in ameliorating patients from iron 
overloaded condition caused due to secondary hemochromatosis and dietary overload. 
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Одной из точек роста современной физиологии является исследование феномена «понижающей 

регуляции», развивающегося на фоне продолжительного действия ксенобиотиков [1]. Примером такого 
действия, имеющего практически планетарные масштабы, является табакокурение. Хроническая 
интоксикация организма никотином приводит к закономерным адаптационным реакциям и негативным 
реакциям практически во всех его функциональных системах, в том числе и в системе крови. 

Установлено, что активное курение сокращает жизнь на 8-10 лет, увеличивает риск смерти от 
инфаркта миокарда и рака легких в 3 раза в возрасте от 40 до 49 лет [2]. Кроме этого отравление 
тяжелыми металлами Ni, Cd, As, Cr, Pb содержащимся в табачном дыме и смолах повреждает печень и 
почки [3]. 

Нами было изучено изменение содержание билирубина в крови у активных курильщиков в зависимости 
от стажа курения и с разной никотиновой зависимостью. Обследовано 240 человек мужчин и женщин. Их 
разделили на группам по стажу курения до 15 лет и до 25 лет. Эти группы еще разделили на 3 подгруппы: 
с умеренной (до 15 сигарет в сутки), значительной (15-25 сигарет в сутки), и сильной степенью 
зависимости (25-40 сигарет в сутки). Математическая обработка результатов исследования проводилась с 
использованием пакета статистических программ Statistica 5.5, применялся дисперсионный анализ с 
оценкой степени влияния фактора по методу Плохинского [4]. 

Установлено, что курение вызывает повышение содержания билирубина в крови у женщин до 125%  и 
у мужчин до 120% от показателей контрольной группы. Данный эффект более выражен в группах с 
умеренной и значительной никотиновой зависимостью. 

Гендерные различия проявляются в увеличении вариабельности содержания билирубина 
достигающей максимальных значений также в группах с умеренной и значительной никотиновой 
зависимостью. Степень влияния фактора достигает 11,2%. 

В группах с сильной степенью никотиновой зависимости выявлен эффект привыкания к токсическому 
действию никотина, проявляющийся в снижении билирубина в крови практически к контрольным 
показателям, а у женщин выявлен эффект привыкания еще и в группе  со значительной степенью 
никотиновой зависимостью, характеризующийся так же понижением содержания билирубина в крови до 
уровня контрольных показателей. 
 

Таблица 1. Содержание билирубина в крови женщин со стажем курения от 15 до 25 лет 
Степень зависимости n X ± SX Дисперсия (σ2) Коэффициент 

вариации (v) 

Умеренная * 20 15,31± 0,72 10,47 21,6 % 

Значительная 20 13,71±0,61 7,15 19,1 % 

Сильная 20 13,77±0,56 6 17,5 % 

Контроль 20 12,54±0,58 6,78 20,8 % 

 
Таблица 2 Содержание билирубина в крови мужчин со стажем курения от 15 до 25 лет 

Степень зависимости n X ± SX Дисперсия (σ2) Коэффициент 
вариации (v) 

Умеренная * 20 14,07± 0,94 18,39 30,6 % 

Значительная  * 20 15,59±1,23 30,31 34,4 % 

Сильная 20 13,32± 0,65 8,10 21,4 % 

Контроль 20 13,24±0,51 5,39 17,6 % 
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One of the points of growth of modern physiology is the study of the phenomenon of "down-regulation", that 

develops because of prolonged exposure to xenobiotics [1]. An example of such an action, which has almost a 
planetary scale, is smoking. Chronic intoxication with nicotine leads to a natural adaptive reactions and negative 
processes in almost all of its functional systems, including the blood system. Found that active smoking reduces 
life by 8-10 years, increases the risk of death from heart attacks and lung cancer in 3 times between the ages of 
40 and 49 years. [2] Besides heavy metals, such as Ni, Cd, As, Cr, Pb, contained in tobacco smoke  have a 
negative impact on the liver and kidneys. [3] 

We have studied the changes in the concentration of bilirubin in the blood of active smokers, depending on the 
length of smoking and nicotine dependence with varying. We examined 240 men and women. They were divided 
into 2 groups according to smoking duration: less than 15 years and from15 to 25 years. Each of these groups are 
further divided into 3 groups: a moderate (less than 15 cigarettes per day), significant (15-25 cigarettes per day), 
and the strong  degree of dependence (25-40 cigarettes per day). Mathematical treatment of the study was 
carried out using statistical software package Statistica 5.5, analysis of variance was used to estimate the degree 
of influence of the factor method Plohinskogo. [4]. 

It was found that smoking increased content of  bilirubin in the blood of women till 125% and in men till 120% 
in comparison with the control group. This effect is more pronounced in the group with moderate to substantial 
nicotine dependence. 

Gender differences are evident in the increasing variability of bilirubin reaches the maximum value in the 
groups with moderate and large nicotine addiction. The influence factor reaches 11.2%. 

In groups with a strong degree of nicotine dependence revealed the effect of habituation to the toxic effects of 
nicotine, which is manifested in the reduction of bilirubin in the blood to the level of the control group. 

 
Table 1. The concentration of bilirubin in the blood of women with a smoking history of 15 to 25 years 

Degree of dependence n X ± SX Variance (σ2) Сoefficient of variation 

Moderate * 20 15,31± 0,72 10,47 21,6 % 

Significant 20 13,71±0,61 7,15 19,1 % 

Strong 20 13,77±0,56 6 17,5 % 

Control 20 12,54±0,58 6,78 20,8 % 

 
Table 2 The concentration of bilirubin in the blood of men with a smoking history of 15 to 25 years 

Degree of dependence n X ± SX Variance (σ2) Сoefficient of variation 
(v) 

Moderate * 20 14,07± 0,94 18,39 30,6 % 

Significant 20 15,59±1,23 30,31 34,4 % 

Strong 20 13,32± 0,65 8,10 21,4 % 

Control 20 13,24±0,51 5,39 17,6 % 
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В растениях биологически активные вещества (БАВ) находятся преимущественно в депонированном, 

инертном состоянии – в  форме гликозидов, представляющих собой комплекс агликона и углеводной части 
соединенный β-гликозидной связью. В форме бета-гликозидов в растениях содержатся такие группы БАВ 
как флавоноиды, фитостероиды, лигнаны, антрагликозиды, кумарины, сапонины, сердечные гликозиды и 
др. Основной биологический эффект гликозидных форм БАВ  обусловлен их агликоновой частью, которая 
может освободиться из гликозида с помощью ферментативного гидролиза, осуществляемого ферментами 
β-гликозидазами.  

Собственные бета-гликозидазы из лизосом клеток растений выделяются и расщепляют гликозиды БАВ 
только по мере необходимости или при разрушении клеток. При традиционной заготовке растительного 
сырья и получении экстрактов из него для производства фитопрепаратов существенная доля БАВ 
остается  в «первичной неактивной» форме – в виде гликозидов. В пищеварительном тракте β-
гликозидная связь БАВ растений не расщепляется пищевыми ферментами человека, и гликозиды в 
неизменном виде доходят до кишечника. Известно, что β-гликозидазной ферментативной активностью 
обладают микроорганизмы представители нормальной микрофлоры пищеварительного тракта (МПТ) - 
бифидобактерии, бактероиды, эубактерии, клостридии, лактобактерии и др. Поэтому, только начиная с 
тонкого кишечника и ниже по ходу ПТ, по мере увеличения численности (от 102 до 10 12 КОЕ/г), видового 
разнообразия (~ 600 видов) и биологической активности МПТ, начинает происходить расщепление β-
гликозидных связей и высвобождение «активных» агликонов (вторичных активных форм БАВ), которые и 
реализуют биологический эффект. Углеводная  часть гликозида утилизируется МПТ и служит 
определенным «пребиотическим энергетическим вознаграждением» бактериям за выполненную работу. 

Существует большое разнообразие типов β-гликозидных связей между различными агликонами и 
углеводными частями, которые в свою очередь могут различаться по строению звеньев, типу связей 
между ними и длине цепи. Поэтому одной из задач МПТ является обеспечение не только необходимого 
уровня ферментативной активности, но и разнообразия нужных ферментов. Таким образом, реализация 
эффекта фитопрепаратов внутреннего применения и растительной пищи, содержащих БАВ в форме 
гликозидов, зависит от качественной и количественной β-гликозидазной ферментативной активности МПТ. 
Проблема низкой эффективности и плохой воспроизводимости биологических эффектов фитопрепаратов 
может быть обусловлена низкой β-гликозидазной активностью МПТ, которая возникает на фоне 
дисбактериозов (сформированных антибиотикотерапией, избытком в рационе консервированной и 
рафинированной пищи) и при качественно-количественном дефиците пребиотиков в рационе питания. 

Нормальная микрофлора кожи и слизистых (МКС) в сравнении с МПТ представлена ограниченным 
видовым разнообразием (~10) и низкой плотностью популяций (~106 КОЕ/см2), поэтому она не в состоянии 
обеспечить необходимую ферментативную трансформацию гликозидов в агликоны при нанесении 
фитопрепаратов с гликозидами на кожу.  

Способы повышения эффективности фитопрепаратов внутреннего и наружного применения, 
содержащих в качестве действующих компонентов БАВ в форме гликозидов. 

Для фитосредств внутреннего применения:  
1. Восполнение рациона питания по качественно-количественному содержанию пребиотиков в 

регулярном рационе питания для обеспечения необходимого состава, численности и активности МПТ. 
2. Создание комплексных препаратов и продуктов питания, сочетающих в составе группу БАВ в 

гликозидной форме и комплекс пребиотиков для активации бета-гликозидазной активности МПТ. 
Для фитосредств внутреннего и наружного применения (на кожу, на слизистые): 
3. Ферментативную активацию БАВ растений для высвобождения агликона следует осуществлять 

заранее (биотехнологическими приемами на стадии приготовления фитокомпонента, до получения 
готовой формы препарата и тем более до нанесения на кожу и слизистые). 

Биотехнологически активированные фитокомпоненты, используемые в качестве действующих веществ 
для получения средств наружного применения, в отличие от экстрактов, получаемых по традиционной  
технологии, создают ряд преимуществ: агликоны БАВ глубже и быстрее проникают в кожу за счет 
сниженной полярности и меньшего размера молекул, эффект обеспечивается при более низкой 
концентрации фитокомпонента. 

В качестве биотехнологических приемов активации фитокомпонентов следует рассматривать целый 
ряд способов: аутоферментация растительного сырья, гидролиз, ферментация культурой 
микроорганизмов или ферментами. Различные варианты ферментации для активации БАВ растений 
широко распространены в природе и используются в промышленности: ферментация перги, ферментация 
табака, ферментация чая, проращивание семян, силосование, кисломолочная продукция и др. 
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In plants, biologically active substances (BAS) are located primarily in the deposited, inert state - in the form of 

glycosides, which are complex of aglycone and carbohydrate moiety connected β-glycosidic bond. In the form of 
beta-glycosides in plants are such a group of BAS as flavonoids, fitosteroidy, lignans, antraglikozidy, coumarins, 
saponins, heart glycosides etc. The main biological effect of glycosidic forms of BAS due to their aglycone part, 
which can be released from the glycoside by enzymatic hydrolysis, carried out by enzymes β-glycosidases. 

Own β-glycosidase from lysosomes of cells of plants are selected and split glycosides of BAS only when 
needed or when the destruction of cells. Significant share of BAS remains in "primary inactive" form, in the form of 
glycosides when traditional harvesting plant material and the extract from it for the production of herbal medicines. 
β-glycosidic bond of plant food BAS is not digested by human food enzymes, and glycosides unchanged reach 
the intestine. It is known that microorganisms of the normal microflora of digestive tract (MDT) have β-glycosidase 
enzymatic activity, such as bifidobacterias, bacteroides, eubacterias, clostridiums, lactobacillus etc. Therefore, 
only from the small intestine and downstream of the digestive tract, with increasing numbers of species diversity 
(about 600 species) (from 102 to 10 12 CFU / g), and the biological activity of MDT it begins to happen splitting β-
glycosidic bonds and the release of "active" aglycones (BAS secondary active forms) that implement biological 
effect. Carbohydrate part of glycosides utilized MDT and become a definite "prebiotic energy reward" for the 
bacteria for their work. 

There is a wide variety of types of β-glycosidic linkages between different parts of the aglycons and 
carbohydrate, which may vary according to the structure of links, type of connections between them and the 
length of the chain. Therefore, one of the objectives of MDT is to ensure not only the required level of enzyme 
activity, but also the diversity of necessary enzymes. Thus, the implementation of effect of internal the phyto-
preparation and plant foods, containing BAS in the form of glycosides, depends on the qualitative and quantitative 
β- glycosidic enzymatic activity of MDT. The problem of low efficiency and poor reproducibility of the biological 
effects of the phytopreparations may be due to low β-glycosidase activity of MDT, which arises because of the 
dysbacterioses (formed antibiotic therapy, an excess of canned and refined foods in the diet) and qualitative and 
quantitative deficiency of prebiotics in the diet. 

In comparison with MDT, the normal microflora of the skin and mucous membranes (MSMM) provides limited 
species diversity (~10) and low population density (~106 KOE/sm2), so it is unable to provide the necessary 
enzymatic transformation of glycosides in aglycones when applied to the skin with herbal remedies glycosides. 

Ways to improve efficiency of internal and external used phytopreparations, that contain BAS in the form of 
glycosides as active ingredients. 

Phytopreparations for internal use: 
1. The replenishment of the diet of qualitative and quantitative content of prebiotics in the regular diet to 

ensure the necessary quantity and activity of MDT. 
2. The creation of integrated products and food products, which combine in the composition of the group of 

BAS in glycoside form and complex prebiotics for the activation of β-glycosidic activity of MDT. For 
phytopreparations of internal and external use (on the skin, mucous membranes). 

3. The enzymatic activation of the plants BAS for the release of aglycone should be carried out in advance 
(biotechnological techniques in the preparation stage phyto component, to obtain the finished form of the drug, 
especially before applying on the skin and mucous membranes). 

Biotechnology activated phyto components used as active substances for obtain funds outdoor use, (in 
contrast to the extracts produced by traditional technology) brings a number of advantages: aglycones of BAS 
deeper and faster penetrate the skin at the expense of reduced polarity and smaller molecules, the effect is 
achieved with much lower concentrations of phyto component. 

As biotechnological techniques of activation of the phyto components should consider a number of ways: 
autofermentation of vegetable raw materials, hydrolysis, fermentation by culture of microorganisms or enzymes. 
Different variants of fermentation for the activation of the plants BAS are widely distributed in nature and are used 
in the industry: the fermentation ambrosia, fermentation of tobacco, fermentation of tea, germination of seeds, 
siloing, sour milk products etc. 
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В настоящее время остаются открытыми вопросы объяснения механизмов узнавания, 

энергообеспечения и высокой селективности процесса взаимодействия сигнальных молекул СМ 
(стероидных гормонов, агонистов и антагонистов и др.) с мишенями М (рецепторами).  

СМ имеющие практически идентичное строение могут взаимодействовать с разными М или, 
взаимодействуя с общей мишенью, могут дать противоположный результат. В тоже время СМ совершенно 
различные по строению и размеру могут активировать одну и туже М. Эти феномены свидетельствуют о 
существовании и необходимости поиска новых критериев для характеристики СМ и М. Соответствие 
пространственных характеристик СМ пространственным характеристикам М - это важное, но не 
единственное и не главное условие для формирования результата их взаимодействия. 

Установлена следующая закономерность, что СМ активные в отношении определенной М вне 
зависимости от строения обладают конкретными энергетическими свойствами (ЭС), характерными и 
специфичными для каждой группы СМ. Для оценки ЭС использовались два показателя.  

1. ЭС1. Длина волны электро-магнитных излучений (ЭМИ) при которой наблюдается максимум 
абсорбции (Аmax), - характеризует базовое энергетическое и колебательное состояние молекул. Этот 
показатель характеризует СМ по величине поглощаемой энергии (для стероидных гормонов в 
ультрафиолетовом диапазоне) для перехода в возбужденное состояние, по частоте колебаний 
поглощаемой энергии и, соответственно, по собственному колебанию и резонансному взаимодействию с 
М. Проще говоря, СМ специфична в том, какую энергию она способна поглотить для перехода в 
возбужденное состояние. 

2. ЭС2. Квантовый выход эмиссии (КВЭ), - определялся как разница между энергиями волн 
максимума эмиссии  и АmaxСМ. КВЭ характеризует порцию энергии (в ИК диапазоне), которая может быть 
передана от активированной СМ на М. 

Если при определенных условиях группа веществ вне зависимости от строения обладает одинаковыми 
ЭС1 и ЭС2, то они являются агонистами в отношении общей мишени и проявляют одинаковый 
биологический эффект. Если вещество отличается по ЭС1, то оно не взаимодействует с этой М. Если 
вещество идентично по ЭС1 , но отличается по ЭС2, то оно выступает в роли антагониста, 
взаимодействующего и блокирующего эту М. Данные положения обсуждаются в докладе на примерах 
гормонов, агонистов и антагонистов к определенной группе рецепторов (эстрогены, андрогены, 
глюкокортикостероиды) и других БАВ. 

СМ способна обладать специфическим энергетическим состоянием и передавать специфический 
энергетический сигнал. Энергетические характеристики молекулы определяют результат её 
взаимодействия с рецептором. Энергетическое состояние СМ является селективным фактором для 
обеспечения избирательной комплементарности взаимного «узнавания и соответствия» СМ и М, и 
одновременно служит источником энергии для осуществления этого взаимодействия, и при 
необходимости и для активации (трансформации) самой мишени, например, для освобождения из 
комплекса с белком теплового шока. 

В качестве первичных источников энергии для активации СМ в диапазоне митогенетического 
излучения (энергия квантов 6,7-3,8 эВ)  рассматриваются активные формы кислорода (АФК). 

Если в результате изменений самой СМ или условий среды (концентрация СМ, температура, рН, 
электромагнитные свойства и др.) происходят изменения ЭС, то изменяется результат взаимодействия с 
М и, соответственно, биологический эффект СМ. 

Таким образом, с точки зрения гипотезы об энергетической комплементарности СМ и М  можно 
описать процесс их взаимодействия следующим образом: 

1. СМ переходит в активное состояние за счет энергии АФК, при этом СМ будет иметь характерный 
спектр абсорбции ЭМИ. 

2. М узнает СМ по характерному спектру абсорбции, и  за счет энергорезонансного соответствия 
колебательных частот и амплитуд они вступают в контакт. 

3. Возбужденная СМ переносит энергию на молекулу М в виде кванта определенной порции энергии,  
4. М осуществляет реструктуризацию – изменяет конформацию, освобождается от блокирующего 

комплекса с шапероном и происходит передача сигнала для осуществления специфического 
биологического процесса. 

Режим взаимодействия состоящий только из этапов 1 и 2 характерен для рецепторов без шаперона 
(например, для взаимодействия эстрогенов и для БАВ с эстрогенной активностью)  и для СМ антагонистов 
рецепторов с шапероном. 

Установленные закономерности не распространяются на СМ пептидной природы. Специфика  
энергетических характеристик определяющих селективность СМ пептидной природы может быть связана 
с характеристиками изменения угла вращения поляризованного света в области специфических 
энергетических экстремумов этих молекул в соответствующей среде. 

Характеристики энергетического состояния СМ и многих БАВ можно использовать в качестве 
критериев прогноза и оценки их биологического эффекта.  
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Currently, the questions of explanation of mechanisms of recognition, energy and high selectivity of the 

process of interaction of signal molecules SM (steroid hormones, agonists and antagonists, etc.) with targets T 
(receptors) remain open. 

SM which have almost identical structure can interact with different T, or may give the opposite effect by 
interacting with the common target. At the same time, SM which are completely different in structure and size can 
activate the exact same T. These phenomena indicate the existence and the necessity of search of new criteria 
for characteristics of SM and T. The compliance of the spatial characteristics of SM to spatial characteristics of 
the T is an important condition for the formation of the result of their interaction, but is not the only or the main 
condition. 

Set the following pattern, that the SM active in respect of a particular T, and regardless of the structure have 
the specific energy characteristics (EC), which are characteristic and specific for each group SM. 

For the assessment of EC, we used two indicators: 
1. EC1. Length of a wave of electro-magnetic radiation (EMR), in which there is a maximum of absorption 

(Аmax), characterizes the basic energy and vibrational state of the molecules. This indicator characterizes SM in 
size of the absorbed energy (for steroid hormones in the ultraviolet range) to go to an excited state, on the 
oscillation frequency of the absorbed energy and, accordingly, on their own vibration and resonance interaction 
with T. Simply put, the SM is specific in what it is able to absorb the energy of the transition to the excited state. 

2. EC2. The quantum yield of emission (QYE) was defined as the difference between the energy of the wave 
of maximum emission and АmaxSM. QYE characterizes amount of energy (in the infrared), which can be 
transferred from an activated SM to T. 

If, under certain conditions, the group of substances, regardless of the structure has the same EC1 and EC2, 
they are agonists for the common target and display the same biological effect. If the substance is different in 
EC1, it does not interact with this T. If the substance identical to EC1, but differs in EC2, it acts as an antagonist, 
interacting and blocking this T. These provisions are discussed in the report on examples of hormone agonists 
and antagonists to a group of receptors (estrogens, androgens, glucocorticoids) and other BAS. 

SM can have specific energy state and transmit a specific energy signal. Energy characteristics of the 
molecules determine the result of its interaction with the receptor. The energy state of the SM is a selective factor 
for the election of mutual complementarity of «recognition and compliance» of SM and T, and at the same time 
serves as a source of energy for the implementation of this interaction, and, if necessary, for the activation of the 
target, for example, for the liberation of the complex with heat shock protein. 

As primary sources of energy for the activation of the CM in the range mitogenetic radiation (energy quanta 
6,7-3,8 EV) are considered reactive oxygen species (ROS). 

If as a result of modification of the SM or environmental conditions (concentration SM, temperature, pH, 
electromagnetic properties, etc.) there are changes EC, then change the result of interaction with T and, 
consequently, the biological effect of SM. 

Thus, from the point of view of the hypothesis about energy complementarity SM and T it is possible to 
describe the process of their interaction, as follows: 

1. SM goes into an active state at the expense of energy of ROS, the CM will have a characteristic spectrum 
of the absorption of electromagnetic radiation. 

2. T recognized SM by the characteristic spectrum of absorption, and they come into contact at the expense 
of energy of the resonance of conformity of the vibrational frequencies and amplitudes. 

3. Excited SM transfer the energy of the molecule T in the form of a quantum of a certain portions of energy. 
4. T is a restructuring, changes the conformation, is free from blocking chaperone complex and there is 

transfer of a signal for the implementation of specific biological process. 
Mode of interaction consisting only of phases 1 and 2 is typical for receptors without chaperone (for example, 

for the interaction of estrogen and for BAS with estrogenic activity) and for SM of antagonists is characteristic of 
receptors with chaperone. 

The established regularities do not apply to SM of peptide nature. The specificity of the energy 
characteristics, which determine the selectivity of the CM of peptide nature, may be related to the characteristics 
of the change in the angle of rotation of polarized light in the field of specific energy extremes of these molecules 
in an appropriate environment. 

The characteristics of the energy state of the SM and many of the bas can be used as a criteria of the 
forecast and assessment of their biological effects. 
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Основными клинические симптомами, которые характеризуют глубокий  дефицит тиамина (витамина 
В1), известный как болезнь «бери-бери»,  являются неврологические и сердечно-сосудистые нарушения 
[1, 2]. Стабильное функционирование сердечной мышцы существенно зависит от обеспеченности 
организма тиамином, что в первую очередь, связывают с участием фосфорилированного производного 
витимина В1 - тиаминдифосфата (ТДФ) в качестве кофермента  в функционировании  нескольких 
ключевых энзимов углеводного обмена. При инфаркте миокарда и ряде других сердечно-сосудистых 
заболеваний, наряду с другими деструктивными изменениями в метаболизме, отмечается  нарушение 
обмена тиамина, значительное снижение активности зависимых от ТДФ  ферментов. Введение в этих 
условиях в организм витамина В1 в виде тиамин хлорида или тиамин бромида несколько улучшает 
ситуацию, однако в этих условиях возможно нарушение систем транспорта тиамина и превращения его в 
биологически активную  форму, что  снижает эффективность действия препаратов. В клинике до 
настоящего времени используется препарат "Кокарбоксилаза", основной субстанцией которого является 
ТДФ. Однако, многочисленные исследования, проведенные в последние годы,  свидетельствуют о том, 
что ТДФ не проникает через клеточные мембраны без  частичного (до тиаминмонофосфата) или полного 
дефосфорилювання. Таким образом,  ТДФ в неизменном виде  не достигает клеток-мишеней и  теряется 
ожидаемый эффект от использования достаточно дорогого и дефицитного препарата. Кроме того, 
согласно современным представлениям, специфическое биохимическое действие тиамина обусловлено 
не только функцией ТДФ, но и действием другого его фосфата – тиаминтрифосфата  и его биологически 
активных производных [4]. Предпосылкой для разработки комплексного витаминного препарата 
"Кардиовит"  являются многолетние фундаментальные исследования, проведенные в Институте биохимии 
НАН Украины, которые свидетельствуют о синергическом активирующем действии  витамина Е и 
метионина на обмен серосодержащих соединений, в частности, витамина В1 [6].  Идея разработки - 
повышение эндогенного синтеза ТДФ (кокарбоксилазы) вследствие синергического активирующего 
действия  альфа-токоферола, метионина и цинка на  внутриклеточные реакции транссульфирования и 
трансметилирования, являющиеся лимитирующими в клетках.   

Разработанная композиция активизирует клеточный обмен таким образом, что: повышает 
эффективность использования не только двух витаминов (В1 и Е), которые входят в состав препарата, но 
и других витаминов, повышая их усвоение из продуктов питания за счет активации транспортных систем;  

повышает в тканях  эндогенный синтез  восстановленного глутатиона, коензима Q, фолиевой кислоты; 
снижает синтез и накопление жира. 

             Потенциальный препарат "Кардиовит" (условное название разработки) превосходит свой 
ближайший аналог " по действию и назначению – „Кокарбоксилаза" - по такими параметрам:  основной 
составляющей нового препарата является свободный тиамин (в любой форме), который легко проникает 
через клеточные мембраны и немедленно фосфорилируется, в отличие от своего аналога, основной 
составляющей которого является ТДФ, транспорт которого сквозь клеточные мембраны  проблематичен и 
происходит только после его дефосфорилирования; композиция препарата "Кардиовит" стимулирует 
эндогенный синтез ТДФ; в отличие от аналога, препарат "Кардиовит" вводится в организм не 
внутримышечно, а per os в виде таблеток или капсул; стоимость готовой формы нового препарата 
значительно ниже, чем его аналога. Специфическое действие созданной субстанции  на внутриклеточный 
обмен и синтез ТДФ подтверждено  в опытах на животных с моделью авитаминоза В1, инфаркта миокарда, 
ожирения,  гипоксичной гипоксии (Рис.), алкоголизма. 
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Basic clinical symptoms, that characterize the deep  deficit of thiamine (vitamin В1), well-known as illness of " 
beriberi ",  there are neurological and cardiovascular damage [1, 2]. The stable functioning of myocardium 
substantially depends on the provision of organism with thiamine, that first of all, link with participation of 
phosphorylated  vitamin В1 derivative – thiamine diphosphate (ThDP) as a coenzyme  in functioning  of a few key 
enzymes of carbohydrate metabolism.  

At the heart attack of myocardium and other cardiovascular diseases, along with other destructive changes in 
metabolism,  the violation  in  thiamine metabolism   and considerable decline in the activity of  ThDP-dependent 
enzymes are observed. Introduction in the organism of vitamin of В1 (as thiamine  chloride or thiamine bromide)  
improves a situation, however in these conditions  the violation of the systems of transport of thiamine  and  also 
transformation vitamin  in a bioactive  forms  is possible, that  reduces efficiency of action of drugs.  

Medicine "Cocarboxylase", the basic substance of which is ThDP.  used in a clinic at treatment of 
cardiovascular diseases  already a long ago. However, the researches, had been carried out  the last years,  
testify that ThDP does not penetrate through cellular membranes without  partial (to thiamine monophosphate) or 
complete (to thiamine) dephosphorylation. Thus,  ThDP  does not arrive in an unchanging kind at cells-targets 
and  the expected effect  from the use of enough expensive drug is lost. In addition, according to modern 
presentations, the specific biochemical action of thiamine is conditioned by not only the function of ThDP but also 
action of other his phosphate - thiamine triphosphate   and his bioactive derivatives [4]. 

Long-term fundamental researches, carried out  in  the Institute of biochemistry of NAS of Ukraine, which 
testify to the sinergistical activating action  of vitamin  E and methionine on the metabolism of sulfur-containing 
substances, in particular, vitamin B1 [6],  are pre-condition for development of  the complex vitamin medicine - 
"Kardiovit". 

An idea of development is an increase of endogenous synthesis of ТДФ(кокарбоксилазы) because of 
sinergistical activating actions  Alpha-Tocopherolum, methionine and zinc on  the внутриклеточные reactions of 
транссульфирования and трансметилирования being limiting in cages. 

An idea of development is an increase of endogenous synthesis of ThDP (cocarboxylase) because of the 
sinergistical activating acting  of α-tocopherol, methionine and zinc on  the cellular reactions of transsulfurylation  
and transmethylation, being limiting in a cellular metabolism. The developed composition activates a cellular 
metabolism so that: promotes efficiency of the use of not only two vitamins (B1 and E) that make up the 
comosition of  the preparation,  but also other vitamins, promoting their intake from food due to activation of 
transport systems;  promotes the endogenous synthesis  of reduced gluthathione in tissues, coenzyme Q, folacin; 
reduces a synthesis and accumulation of fat.       

Potential preparation "Kardiovit" (conditional name ) is excelled by the nearest analogue  on an action and 
setting is „Cocarboxylase" - to on such parameters:  the basic constituent of new preparation is free thiamine (in 
any form) which easily penetrates through cellular membranes and phosphorylated immediately, unlike the 
analogue the basic constituent of which is ThDP, the transport of which through cellular membranes  is 
problematic and takes place only after his dephosphorylation; composition "Kardiovit" stimulates the endogenous 
synthesis of ThDP unlike an analogue; "Kardiovit" is put  into an organism not intramuscular as "Cocarboxylase", 
but per os as pills or capsules; the cost of the prepared form of new preparation considerably below, than his 
analogue. The specific action of the created substance  on cellular metabolism and synthesis of ThDP is 
confirmed  in experiments on animals with the model of avitaminosis of B1, heart attack of myocardium, obesity,   
hypoxia (Ris.), alcoholism.. 
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Відомо що мозок є дуже чутливим до окисного пошкодження внаслідок інтенсифікації утворення вільних 

радикалів  індукованих діабетом. Останнім часом велика увага приділяється дослідженню процесів 
екзоцитозу, які зазнаватимуть порушень за цієї патології. Метою нашого дослідження було дослідити 
процес екзоцитозу ГАМК та оцінити ефективність нейропротекторного комплексу на основі натуральних 
джерел, а саме: мітохондріальних антиоксидантів ацетил-L-карнітину (АC), альфа-ліпоєвої кислоти (LA) та 
нікотинаміду (NAm), як препарату з широким спектром дії. 

Всі експерименти проводили на моделі 8-тижневого цукрового діабету 2-го типу індукованого 
стрептозотоцином (80 мг /кг маси тіла, внутрішньочеревинно). Після восьми тижнів розвитку діабету щурам 
упродовж 14 діб внутрішньочеревно вводили комплекс антиоксидантів у складі ацетил-карнітину, ліпоєвої 
кислоти та нікотинаміду у дозі 100, 50 та 100 мг на кг маси тіла, відповідно. Мiтохондрiї видiляли методом 
диференцiйного центрифугування(1). Рівень активних форм кисню вимірювали з використанням 2',7'-
дихлорфлуоресцеїн діацетату (DCF-DA), який при взаємодії з вільними радикалами перетворюється у 
флуорисцентне похідне 2',7'-дихлорфлуоресцеїн (DCF). Мітохондріальний мембранний потенціал був 
виміряний спектрофотометрично з використанням родаміну 123 (Rh123). Синаптосоми головного мозку 
виділяли методом диференційного центрифугування у градієнті густини сахарози (1). 

За діабету у мiтохондрiях, видiлених з мозку дiабетичних щурів спостерігали зростання флуоресценції 
Rh123 на 211.8%  у порівнянні з контролем, що свідчить про їх деполяризацію. Введення досліджуваного 
комплексу запобігало зниженню Ψm, що сприяло нормалізації функціонування мітохондрій. Також було 
виявлено інтенсифікацію окислювального стресу, свідченням чого було надлишкове утворення активних 
форм кисню, оскільки рівень флуоресценції DCF у мітохондріях мозку зростав на 31,1±2,9%, р  0,05, у 
порівнянні з контролем. Застосування комплексу сприяло частковому зниженню рівня АФК на 17,1±2,0%, 
р  0,05. 

На тлі порушень клітинного дихання та інтенсифікації окислювального стресу рівень захвату [U-
14C]ГАМК  ізольованими синаптосомами мозку діабетичних щурів збільшився в 1,17 рази у порівнянні з 
контролем, а вивільнення [U-14C]ГАМК з нервових закінчень підвищилося в 1,23 рази. Введення комплексу 
антиоксидантів щурам з цукровим діабетом також сприяло частковому зниженню рівня глікемії натще до 
6.1±0.6 проти 9.8±0.8 ммоль/л за діабету, p0.05. 

Виходячи з отриманих результатів варто відмітити, що застосування комплексу, до складу якого 
входять   ацетил-Lкарнітин, альфа-ліпоєва кислота та нікотинамід є більш ефективним, ніж введення 
кожного із компонентів окремо, які досліджувалися нами раніше (2).  

Одержані результати свідчать про те, що нейропротекторна терапія за діабету повинна бути 
направлена на одночасну нормалізацію енергетичних процесів, окислювального стресу, гіперглікемії тощо 
при використанні комплексів із природних джерел, які є нетоксичними та здатні покращувати 
функціонування мозку. 
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The brain is known to be abnormally susceptible to oxidative damage from high ambient oxidant levels 
associated with diabetes. Much attention has been recently focused on the important role of exocytosis which 
implicated in the pathogenesis of diabetic encephalopathy. This study was aimed at evaluating the gamma-
aminobutyric acid (GABA) exocytosis and evaluating of neuroprotective efficacy of a combined supplementation 
of mitochondria-specific antioxidants (acetyl-L-carnitine (ALC) and alpha-lipoic acid, ALA) and nicotinamide 
(NAm), as a multiple-action drug.  

All studies were carried out after 8 weeks of STZ-induced diabetes (80 mg/kg of body weight, i.p.) in rats 
treated for 14 days with or without combination of ALC, ALA and NAm (respectively 100, 50 and 100 mg/kg b.w., 
i.p.). Reactive oxygen species (ROS) were analysed using 2',7'-dichlorofluorescein diacetate, (DCF-DA) 
converted to the fluorescent 2',7'-dichlorofluorescein  (DCF) upon oxidation by mitochondrially derived oxidants. 
Mitochondrial membrane potential (Ψm) was assayed spectrofluorimetrically with rhodamine 123 (Rh123).  

Diabetes was shown to be associated with 21.01.8% elevation of Rh123 fluorescence under self-quenching 
conditions that is indicative of mitochondrial membrane depolarization. Combined treatment of diabetic rats with 
ALC, ALA and NAm countered loss of Ψm, towards control levels most likely due to normalization of the 
efficiency of mitochondrial function. Dysfunctional mitochondria appear to account for increased formation of 
ROS, since DCF fluorescence level in diabetic mitochondria was 31.12.9% higher than in control, p0.05. 
Combined therapy diminished the diabetes-associated DCF-sensitive mitochondrial ROS production by 
17.12.0%, p0.05.  

In keeping with cellular respiration defects and oxidative stress  [U-14C]GABA uptake  by isolated rats brain  
synaptosomes was elevated by 1.17 time in streptozotocin-diabetic rats as compared to control, while GABA 
release from the neurotransmitter preloaded synaptosomes was increased in diabetic rats by 1.23 time. Following 
administration of the drugs to diabetic rats, hyperglycaemia was reduced to 6.1±0.6 vs. 9.8±0.8 mmol/l in 
diabetes, p0.05. It is also notably that the combination of therapies in the present study can ameliorate brain 
lesions induced by diabetes more effectively than each nutrient alone, taking into account the previously obtained 
data.  

The results suggest that neuroprotective therapy in diabetes should proceed towards the simultaneous 
protections of nerve cells against impairments of mitochondrial energy transformations and enhanced 
endogenous oxidant burden by using combination of multiple naturally occurring compounds with various 
mechanisms of action. Beneficial effects of combined supplement of ALC, ALA and NAm offer a non-toxic, well 
tolerated and rational option for diabetes associated brain dysfunction. 
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Вещества, мишенями которых являются микротрубочки, оказались весьма эффективными 
противоопухолевыми препаратами, поскольку микротрубочки играют ключевую роль в пролиферации 
клеток. В настоящее время ведутся активные разработки ряда новых соединений, способных изменять 
структуру и функционирование микротрубочек. 

Цель настоящего исследования заключалась в сравнении биологической эффективности новых 
синтетических дестабилизаторов тубулина различной химической структуры.  

4-окса- и 4-аза-производные подофиллотоксина (РТ), а также 1,2,3-триазольный аналог (ТАС) 
комбретастатина A-4 (СA-4) были синтезированы в Институте органической химии им. Н.Д. Зелинского 
(Москва, Россия). Арилтиоиндольные аналоги комбретастатина ATI-3544, ATI-3301 и ATI-3223 были 
получены в Римском университете Ла Сапиенца (Рим, Италия). В работе использовали PT производства 
“Sigma-Aldrich” (США). CA-4 фосфат (CA-4P) был любезно предоставлен для исследований фирмой 
“OxiGene” (США). 

Антимитотическую активность всех соединений испытывали на клетках линии Jurkat Т-клеточного 
лейкоза человека, их клональном варианте Jurkat/A4, не экспрессирующем CD95 и обладающем 
фенотипом множественной лекарственной устойчивости, а также на модели эмбрионов морских ежей 
(Paracentrotus lividus). Жизнеспособность клеток оценивали по окрашиванию трипановым синим. 
Определяли эффективную концентрацию препаратов, вызывающую гибель 50 % клеток в культуре (EC50) 
и концентрацию, ингибирующую рост клеток на 50 % (GI50). Проточную цитометрию клеток, окрашенных 
пропидия иодидом, выполняли с помощью автоматизированной системы FACSCalibur (“Becton Dickinson”, 
США). Для анализа данных использовали программу CellQuest. На модели эмбрионов морских ежей 
изучали воздействие исследуемых соединений на процесс дробления на стадии бластулы и на 
подвижность зародышей.  

Значения EC50 и GI50 для клеток Jurkat (48 ч) и эффективные пороговые концентрации (ЕС) в тестах на 
эмбрионах морских ежей приведены в таблице. 

Соединение Клетки Jurkat Эмбрионы морских ежей (EC, нмоль/л) 
Средняя EC50, 

нмоль/л 
Средняя GI50, 

нмоль/л
Нарушения 
дробления

Остановка 
дробления

Вращение 
эмбрионов 

PT 25 8 20 50 500 
4-Aza-PT 18 8 0,5 5 50 
4-Oxa-PT 55 30 2 10 100 
CA-4P 7 5 5 10 1000 
ATI-3544 120 25 50 200 1000 
ATI-3301 40 25 50 100 500 
ATI-3223 30 20 10 100 500 
TAC 15 5 20 200 1000 

В тестах на эмбрионах морских ежей была продемонстрирована выраженная антимитотическая 
активность исследуемых соединений (в наномолярном диапазоне концентраций), связанная с 
дестабилизирующим эффектом на микротрубочки. Все исследуемые соединения были цитотоксичными 
для клеток Jurkat, оказывая выраженное антипролиферативное действие. В то же время, токсического 
эффекта для клеток Jurkat/A4 в тех же концентрациях на протяжении 72 ч зарегистрировано не было, хотя 
все вещества эффективно тормозили пролиферацию клеток Jurkat/A4. Значения GI50 для клеток Jurkat/A4 
превышали соответствующие значения для клеток Jurkat для всех веществ, кроме ATI-3223, 
ингибирующий эффект которого в отношении пролиферации клеток Jurkat и Jurkat/A4 был практически 
одинаковым. Исследуемые соединения вызывали остановку клеточного цикла в фазе G2/M в обеих 
линиях, тогда как заметная индукция апоптоза наблюдалась только в клетках Jurkat. Эффективность 
исследуемых производных, за исключением соединения ATI-3544, оказалась не ниже таковой 
соответствующих препаратов сравнения.  

Таким образом, новые синтетические производные природных антимитотических соединений PT и CA-
4 обладают выраженной антипролиферативной активностью, что связано с их дестабилизирующим 
воздействием на микротрубочки. Данные, полученные в тестах на эмбрионах морских ежей, хорошо 
коррелируют с результатами, полученными в исследованиях in vitro на перевиваемых линиях клеток 
лейкоза человека. Хотя все исследуемые соединения не вызывали немедленной апоптотической гибели 
клеток Jurkat/A4 с фенотипом множественной лекарственной устойчивости, они эффективно ингибировали 
пролиферацию этих клеток, блокируя прохождение клеточного цикла в фазе G2/M. Новые соединения, 
блокирующие тубулин, заслуживают дальнейшего исследования как потенциальные противоопухолевые 
препараты. 
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Microtubule-targeting agents have proved to be highly active in cancer patients, since microtubules play a 
crucial role in cell proliferation. For that reason, a number of novel compounds that alter microtubule structure and 
function are now under development.  

The aim of the study was to compare the biological efficacy of microtubule-targeting agents with various 
chemical structure.  

4-Oxa- and 4-aza-derivatives of podophyllotoxin (PT) as well as 1,2,3-triazole analogue (TAC) of 
combretastatin A-4 (CA-4) were synthesized at N.D. Zelinsky Institute of Organic Chemistry (Moscow, Russia); 
arylthioindole analogues of combretastatin ATI-3544, ATI-3301, ATI-3223 were obtained from Sapienza 
Universita ̀di Roma (Roma, Italy). PT was purchased from Sigma-Aldrich (USA). CA-4 phosphate (CA-4P) was a 
gift of OxiGene (USA).  

Compounds were evaluated for their antimitotic activity against human T-leukemia Jurkat cells, their CD95-
deficient cell clone Jurkat/A4 with multidrug resistance phenotype, and in the sea urchin (Paracentrotus lividus) 
embryo model. Cell viability was assessed by trypan blue exclusion. EC50 (effective concentration that caused 
50% cell death) and GI50 (concentration required to inhibit cell proliferation by 50%) were calculated for Jurkat 
cells. Flow cytometry of propidium iodide-stained cells was performed on a FACSCalibur automated system 
(Becton Dickinson, USA). The data were analyzed using CellQuest software package. To examine the effect of 
the compounds on the early development of the sea urchin embryos, we studied their activity both on fertilized 
eggs and hatched blastulae.  

EC50 and GI50 values for Jurkat cells (48 h) and effective threshold concentrations (EC) in sea urchin embryo 
tests are presented in Table.  

Compound Jurkat cells Sea urchin embryo, EC, nM 
Mean EC50, 

nM 
Mean GI50, 

nM 
Cleavage 
alteration 

Cleavage 
arrest 

Embryo 
spinning 

PT 25 8 20 50 500 
4-Aza-PT 18 8 0.5 5 50 
4-Oxa-PT 55 30 2 10 100 
CA-4P 7 5 5 10 1000 
ATI-3544 120 25 50 200 1000 
ATI-3301 40 25 50 100 500 
ATI-3223 30 20 10 100 500 
TAC 15 5 20 200 1000 

 
In the phenotypic sea urchin embryo assay, the studied molecules exhibited strong antimitotic microtubule 

destabilizing activity with EC values in nanomolar range.  
All these agents displayed both cytotoxicity and strong antiproliferative effect in Jurkat cells. In contrast, the 

compounds were not toxic for Jurkat/A4 cells within 72 h of treatment. Nevertheless, all molecules except for ATI-
3223 effectively inhibited proliferation of Jurkat/A4 cells with GI50 exceeding those for Jurkat cells. Notably, ATI-
3223 inhibited the growth of both cell lines with the same efficacy. The compounds arrested the cell cycle of both 
Jurkat and Jurkat/A4 cells in the G2/M phase, however, the apoptosis was markedly induced only in Jurkat cells. 
Most derivatives were as effective as their corresponding reference compounds, except for ATI-3544. 

In summary, novel synthetic derivatives of natural antimitotics PT and CA-4 were potent antiproliferative 
microtubule-destabilizing agents. Data generated by the phenotypic sea urchin embryo assay correlated well with 
the results obtained in human leukemia cells in vitro. Although the compounds failed to induce immediate 
apoptotic cell death in Jurkat/A4 multidrug resistant cell line, they effectively inhibited proliferation of these cells, 
blocking cell cycle in G2/M phase. The novel antiproliferative tubulin/microtubule targeting compounds with 
potential for further design as anticancer agents may warrant further testing in preclinical in vivo cancer models. 
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Незважаючи на баготочисельні дослідженнями впливу алкоголю на організм багато аспектів цього 
питання залишаються відкритими. Раніше вважалося, що скелетні м’язі є стійкими до дії ушкоджуючи 
факторів, в тому числі етилового спирту і його метаболітів. Але насьогодні встановлено, що ускладнення 
алкоголізму супроводжується розвитком алкогольних міопатій, що зустрічаються в більш як  5 разів 
частіше, ніж алкогольний цироз печінки. Однак патогенез цього захворювання залишається нез’ясованим. 
Тому метою представленої роботи було вивчення змін довжини та сили, що розвиваються м’язами 
алкоголізованих протягом 6-8 місяців щурів, а також з’ясування змін скоротливого апарату, що при цьому 
відбуваються. 

Експериментальну групу становили щури, що, перебуваючи в умовах вільного вибору, віддавали 
перевагу алкоголю з першого дня тестування. Протягом двох тижнів  концентрацію етилового спирту 
поступово підвищували від 5 до 36% (з кроком в 10%) і вподальшому не міняли. Алкоголізацію тварин 
здійснювали протягом 6 та 8  місяців. Для кожної з експериментальних груп контролем слугували тварини, 
які демонстрували повну відмову від споживання алкоголю і яких утримували в аналогічних умовах віварію 
протягом строку експерименту. Динамічні параметри скорочення камбаловидного м’язу щура реєстрували 
на тензометричній установці 

Показано, що при  стимуляції м’язу  хронічно алкоголізованих щурів  електричними імпульсами 
тривалістю 2,3,4,5 секунд з періодом релаксації 30 секунд спостерігалось виражене падіння максимальних 
значень сили і довжини скорочення як із збільшенням тривалості стимуляційного імпульсу, так і з 
підвищенням часу експерименту.  Слід зауважити, що в нативних м'язах достовірних змін м'язової динаміки 
не відбувається протягом 2-3 годин. У м’язах алкоголізованих щурів  плавне падіння сили і довжини при 
стимуляції 2-секундними імпульсами переходять в хаотичну флуктаціонну нестабільну зміну м'язової 
динаміки при стимуляції імпульсами тривалістю 4 і 5 сек. В такому випадку практично неможливо розділити 
стаціонарну і динамічну фазу скорочення внаслідок високоамплітудних флуктуацій як довжини, так і сили. 
А після 30-ти хвилин стимуляції м'яз переходить у стан фізіологічної ригідності, не відповідаючи зміною 
динаміки на стимуляційний сигнал. Однак, при збільшенні часу релаксації м'язу алкоголізованих тварин 
ефекти, викликані алкогольною міопатією практично повністю нівелювалися. Можна стверджувати, що за 
даних стимуляційних умов м'язи тварин, що отримували етиловий спирт, виявляють тенденцію до 
збільшення часу релаксації, а не до якісної або кількісної зміни динаміки процесу скорочення. 

При застосуванні модульованого стимуляційного сигналу з різним часом дотетанічної фази скорочення 
показано зменшення максимальної силової відповіді з одночасним збільшенням тривалості дотетаніченої 
фази скорочення м’язів алкоголізованих щурів. При збільшенні часу релаксації до 5 хв з застосуванням тих 
самих параметрів стимуляційного сигналу при практично незмінній максимальній силовій відповіді 
тривалість дотетанічної фази збільшується більш ніж на 50%. 

Таким чином, хронічна  алкоголізація щурів протягом 6-8 місяців викликає зміни показників динамічних 
параметрів скорочення м’язів, проявляючись у динамічній ригідності м’язового скорочення та 
високоамплітудних флуктуаціях як довжини, так і сили. При недостатньому релаксаційному періоді такі 
м'язи не здатні до точної фіксації стаціонарних ділянок скорочення, що на тлі збільшення дотетанічної 
фази скорочення призводить до систематичних помилок точнісного позиціонування. 

Встановлено, що зазначені зміни динаміки м’язового скорочення супроводжуються порушенням 
функціональної активності скорочувального апарату, що проявляється в дисфункуції білків актоміозину, 
пов’язаною з окисною модифікацією цього білкового комплексу. 
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Despite the numerous studies of alcohol effects on the organism many aspects of this problem remains open. 
It used to be that skeletal muscle is resistant to the action of damaging factors, including ethanol and its 
metabolites. But at the present time there is found that alcoholic myopathy affects alcoholics in 5 times more than 
other alcohol-induced diseases, for example, cirrhosis.  However, the pathogenesis of this disease remains 
unclear. The purpose of the presented study was to investigate the changes in length and strength of skeletal 
muscles during contraction in rats with chronic alcohol abuse ( 6-8 months) and changes in contractile apparatus 
clarify that this happen. 

The experimental group consisted of rats that being in a free choice, preferred alcohol from the first day of 
testing. During next two weeks of ethanol concentration gradually increased from 5 to 36% (in interval of 10%) 
and not changed more. Chronic alcoholization of animals was performed for 6 -8 months. For each experimental 
group as control served animals that showed complete rejection of alcohol consumption and are kept under 
similar conditions during the period of the experiment. Dynamic parameters of the rat m. soleus contraction 
recorded at tenzometric setting. 

It was shown that stimulation of the muscle from rats with chronic alcohol abuse by the electrical impulses of 
2,3,4,5 seconds with 30 second relaxation period marked decline of the maximum values of contraction strength 
and length observed with increasing stimulus impulse duration and rise the time of the experiment. It should be 
noted that significant changes in native muscle dynamics does not occur within 2-3 hours. The values of muscle 
contraction strength and length fall smoothly when stimulated by 2-second impulses moving in a chaotic unstable 
dynamics during stimulation by impulses lasting 4 or 5 seconds. In that case it is impossible to separate the 
stationary and dynamic phase of contraction as a result of high-fluctuation of length and strength values. After 30 
minutes of stimulation muscle goes into a physiological rigidity without answering to the stimulation signal. 
However, an increase in muscle relaxation time effects caused by alcohol abuse almost completely leveled. It can 
be argued that under this conditions of  stimulation the muscles of animals, treated with ethanol, tend to increase 
the relaxation time, rather than qualitative or quantitative changes in the dynamics of the contractile process. 

The modulated stimulus signal with different time of pretetanic phase of contraction reduces the maximum 
strength response with the simultaneous increasing in the durationof pretetanic phase of muscle contraction for 
the rats with chronic alcohol abuse. The increasing of the relaxation time to 5 min with the using the same 
parameters of stimulation signal did not change the maximum strength, but increased by more than 50% 
response the time duration of pretetanic phase of muscle contraction.  Thus, chronic treated with ethanol for 6-8 
months alters the dynamic parameters of muscle contraction, appearing in the dynamic rigidity of muscle 
contraction and of high-fluctuations as length as strength.  In the case of insufficient of relaxation period muscles 
are not capable of precise fixation of stationary sites contraction and in combination of the increasing of pretetanic 
contraction phase leads to systematic errors of exact movements.  

It was shown that the changes in the dynamics of muscle contraction accompanied by the disturbance of 
functional activity of the contractile apparatus, in consequence of oxidative modification of the protein complex.  
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Борьба с послеоперационным спаечным процессом и его осложнениями остается одной из актуальных 

проблем общей хирургии. В последние годы большое внимание уделяется разработке барьерных 
материалов, препятствующих спаечному процессу за счет разобщения раневых поверхностей. Пектины, 
представляющие собой высокомолекулярные полисахариды растений, являются перспективным 
биоматериалом, благодаря своей нетоксичности, биосовместимости и гелеобразующим свойствам. 
Способность пектинов образовывать гели зависит от структурных особенностей пектиновой 
макромолекулы, в первую очередь молекулярной массы и степени метилэтерифицирования остатков 
галактуроновой кислоты. Кроме того, пектины характеризуются значительной сложностью своего строения 
и динамичностью структуры. Очевидно, что пектиновые полисахариды, отличающиеся строением, 
формируют гели с различными функциональными свойствами. Цель работы – выявить пектиновые гели, 
ингибирующие спайкообразование в брюшной полости у крыс. 

Проведен скрининг более 60 пектинов, полученных из овощей и фруктов, а также растений 
европейского Севера России, образовывать гели в присутствии ионов кальция. Обнаружено, что плотные, 
твердые гели образуются сразу после добавления хлорида кальция (10-100 ммоль/л) к 1%-му водному 
раствору 23-ех пектинов. Шесть пектинов при тех же условиях образуют мягкие, аморфные гели, которые 
более удобны для практического применения и, поэтому, были выбраны для дальнейшего биологического 
тестирования. Спаечный процесс в брюшной полости моделировали путем травматического повреждения 
поверхности слепой кишки и прилежащего участка брюшной стенки у крыс. Площадь раневой поверхности 
составляла 2-2.5 см2. Через 7 дней проводили повторную лапаротомию и визуально оценивали 
образование спаек по 5-ти бальной системе. Обнаружено, что у всех контрольных животных между 
поврежденными участками формируются плотные спайки с планарным прикреплением (4.0±0.5 балла). 
Установлено, что обработка раневых поверхностей гелями ряда пектинов ингибирует развитие спаек: 
спайки отсутствуют или представляют собой тонкие пленки, которые легко разрываются. Выраженность 
спаечного процесса составила 1.0±1.2, 1,8±1.3, 2.2±1.6 и 2.0±1.6 балла (p<0.01, n=5) при применении 
гелей, полученных из пектина сливы, клюквы, брусники и амидированного цитрусового пектина, 
соответственно. Гели, полученные из пектинов яблок и томатов, не влияют на спайкообразование. 
Установлено, что внутрибрюшинное введение пектиновых гелей вызывает лейкоцитарную реакцию, 
которая в целом не отличается от реакции на введение соответствующих пектиновых растворов. 
Количество нейтрофилов в смыве из брюшной полости увеличивается в 2-2,5 раза через 12 часов, тогда 
как количество мононуклеарных лейкоцитов (моноцитов, макрофагов, лимфоцитов) достигает 
максимального увеличения в 1,5-2 раза через 5 дней после введения пектиновых гелей лабораторным 
мышам. Общее количество лейкоцитов в брюшной полости нормализуется через 10 дней после введения 
пектиновых гелей. Остатков гелевого материала в брюшной полости к этому времени не обнаруживается, 
что свидетельствует о биодеградируемости исследованных образцов. 

Таким образом, выявлены пектиновые гели, ингибирующие спайкообразование в брюшной полости. 
Полученные данные открывают перспективу конструирования гелевых структур на основе пектинов с 
целью создания новых барьерных материалов для хирургии.  

 
Работа выполнена при финансовой поддержке Программы фундаментальных исследований Президиума УрО 

РАН «Молекулярная и клеточная биология (№12-П-4-1033). 
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Prevention of postoperative adhesion process and its complications is one of the urgent problems of surgery. 
In recent years, much attention has been paid to the development of the barrier materials that inhibit adhesion 
development by separation of wound surfaces. Pectins, which represent high molecular weight plant 
polysaccharide, are suggested to be a promising biomaterial due to its non-toxicity, biocompatibility and gelling 
properties. Gelling properties of pectins are well known to depend on the structural features of pectin 
macromolecule, especially the molecular weight and degree of methyl esterification of galacturonic acid residues. 
In addition, pectins are characterized by considerable structural complexity and variability. Pectic polysaccharides 
of different structure appear to form gels with different functional properties. The aim of the present study is to 
obtain pectin gels that inhibit postoperative abdominal adhesions in rats. 

More than 60 pectins obtained from fruits and vegetables, as well as plants of the European North of Russia 
were screened in regard to the capability to form gels in the presence of calcium ions. Hard gels were obtained 
with mixing of calcium chloride (10-100 mmol/L) and 1% aqueous solution of twenty three pectins. Six pectins 
were found to give soft gels under the same conditions. Soft gels seem to be more suitable for practical 
application and, therefore, those six pectins were selected for further biological testing. Abdominal adhesions 
were induced in rats by abrasion of the cecal surface and adjacent areas of the abdomen. The area of the wound 
surface was occurred about 2-2.5 cm2. After 7 days, a laparotomy was then undertaken to assess adhesion 
formation using a 5-level visual adhesion scoring system. All control animals had thick intra-abdominal adhesion 
with planar attachment (median score 4.0 ± 0.5). Treatment of the wound surfaces with pectin gels was shown to 
inhibit the adhesion development: adhesions were absent or represented a thin film that could be easily broken. 
The severity of adhesions was equal to adhesion score of 1.0 ± 1.2, 1.8 ± 1.3, 2.2 ± 1.6 and 2.0 ± 1.6 (p <0.01,  
n = 5) after the application of the gels obtained using pectins of plum, cranberry, cowberry and amidated citrus 
pectin, respectively. Gels obtained using apple and tomato pectins failed to influence on the adhesion formation. 
Intraperitoneal injection of pectic gels was found to cause leukocyte response that seems to be similar to that of 
the corresponding pectic solutions. The number of peritoneal neutrophils was shown to increase 2-2.5-fold by 12 
hours, while the number of mononuclear leukocytes (monocytes, macrophages, lymphocytes) to reach a 
maximum increase (1.5-2-fold) by 5 days after the injection of pectin gels. The number of peritoneal leukocytes 
was found to return to the normal 10 days after administration of pectin gels. Residual gel material in the 
abdomen at this time point could not be detected, indicating the biodegradability of the samples studied. 

Thus, pectin gels which inhibit formation of the abdominal adhesions were revealed. The data obtained 
appeared to offer the prospect of development of the pectin-based gels as new barrier materials for surgery. 

 
This work was supported by the program of the Presidium of the Urals Branch of the Russian Academy of Sciences 

“Molecular and Cell Biology” (№ 12-P-4-1033). 
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Аденовирусы человека давно признаны патогенами, вызывающими широкий спектр заболеваний, в 
том числе верхних и нижних дыхательных путей, гастроэнтериты, конъюнктивиты, кератоконъюнктивиты и 
диссеминированные инфекции у пациентов с ослабленным иммунитетом, в том числе после пересадки 
костного мозга и  трансплантации органов. В настоящее время нет эффективной химиотерапии против 
аденовирусусных инфекций. 

Фторсодержащие производные 1,2,3-триазолов - гетероциклические соединения, которые содержат 
1,2,3-триазол в качестве нуклеотидного основания с различными заменителями (рисунок): остатки 
трифторметила (G6, G8, G10, G12), перфторпропила (G9, G13), тиосульфата (все соединения) и  
гликозидная часть молекулы представлена фрагментами 3-хлор-тетрагидрофурана (G8, G9), 3-хлор-
тетрагидропирана (G6), дигидропирана (G10) и дигидрофурана (G12, G13). 
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Цитотоксичность исследуемых соединений для клеток Нер-2 и Hela определяли с помощью 

калориметрического МТТ метода. Было показано, что вещества G6 иG13 были наиболее токсичны для 
обеих  клеточных культур. Высокая токсичность этих препаратов может быть связана с присутствием  
трифторметильной (G6) и перфторпропильной групп (G13) в  триазольном фрагменте и 3-хлор-
тетрагидропирана и дигидрофурана, соответственно. Вещество G8 было менее токсично для клеток Нер-
2, его CC50 составляла > 1000 мкг/мл и более токсично для клеток Hela - 339 мкг/мл. Группа веществ, 
содержащих дигидрофуран и дигидропиран, который имел трифторметильный остаток в фрагменте 
триазола (G10, G12), проявила более высокую цитотоксичность для исследованных культур клеток по 
сравнению с веществом без этого остатка (G13). CC50 для вещества G10 в клетках Нер-2 составила 573 
мкг/мл, в Hela - 387 мкг/мл. 

Исследовали ингибирующее действие шести соединений на репликацию in vitro аденовируса человека 
5 серотипа (Ad h5).  Активность препаратов выявляли по уменьшению количества инфицированных 
клеток, содержащих вирус-индуцированные ДНК-содержащие внутриядерные тельца- включения. 
Селективный противовирусный эффект в клетках Hela, инфицированых Аd h5 продемонстрировали 
соединения G8 и G10. Их эффективная концентрация (EC50, ингибирующая формирование внутриядерных 
телец-включений на 50%) равнялась 16 и 70 мкг/мл, соответственно для G8 и G10. 

Результаты исследований показывают, что по крайней мере одно из соединений, а именно  G8 имеет 
потенциал антиаденовирусного агента, который должен быть дополнительно изучен. 
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Human adenoviruses have long been recognized as pathogens, causing a broad spectrum of diseases, 
including upper and lower respiratory tract infections, gastroenteritis, conjunctivitis, keratoconjunctivitis and 
disseminated infection in immunodeficient patients, including bone marrow and solid organ transplant recipients. 
No efficient chemotherapy against adenovirus infections in currently available.  

The fluorine-containing  derivatives of 1,2,3-triazoles are heterocyclic compounds that  contain 1,2,3-triazole 
as a nucleobase with various (ris.) substitutes: residues of trifluoromethyl (G6, G8, G10, G12), perfluoropropil 
(G9, G13), thiosulphate (all compounds); and a glycoside fragment is represented by fragments of 3-chloro-
tetrahydrofuran (G8, G9), 3-chloro-tetrahydropyran (G6), dihydropyran (G10) and dihydrofuran (G12, G13). 
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Cytotoxicity of investigated compounds was determined by using the calorimetric MTT method in Hep-2 and 

Hela cells. It was showed that substances G6, G13 were the most toxic for both lines of cell cultures. The high 
toxicity of these drugs may be associated with the presence of trifluoromethyl (G6) and perfluoropropil (G13) 
groups in their triazol fragments, and 3-chloro-tetrahydropyran and dihydrofuran, accordingly. The substance G8 
was less toxic for Hep-2 cells, it CC50 was >1000 μg/ml, and more toxic for Hela – 339 μg/ml. The group of 
substances containing dihydrofuran and dihydropyran, which had trifluoromethyl residue in triazole fragment, 
showed higher CC50 (G10, G12 ) compared with substance without this residue (G13) for test cell cultures. CC50 
for substance G10 in Hep-2 cells was 573 μg/ml, in Hela - 387 μg/ml.  

We have investigated the inhibitory effects of six compounds on type 5 human adenovirus (Ad h5) replication 
in vitro by reduction of the quantity of infected cells (containing ADV-induced DNA-containing intranuclear 
inclusion bodies). The G8 and G10 compounds demonstrated a selective antiviral effect in Hela cells, infected 
with Ad h5. Their EC50 (concentration required to inhibit formation intranuclear inclusion bodies by 50%) being 16 
and 70 μg/ml, respectively.  

 
The results suggest that at least one of compounds G8 is potential antiadenoviral agent that need to be further studied. 
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The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) technique is an important tool for clinical diagnostics, 

detection of biothreat agents, high-throughput screening of drugs and drug targets, and biomedical research.  
ELISA is conventionally carried out by overnight incubation of an antigen or an antibody at 4-8°C on a microtiter 
plate through adsorption. Conventional ELISA procedure usually takes around 18 hours.  In case of medical 
urgency precious time is lost in diagnosis before the patient could be given medication.  

The aim of this presentation is to demonstrate the effect of different forms of energy in accelerating ELISA 
procedure.  First, we have carried out ELISA on a light-induced activated polystyrene microtiter plate where 
binding of antigen is made through covalent linkage rather than through adsorption [1]. This has reduced the 
ELISA time to around 7.5 h with similar results than that of 18 h - conventional ELISA. Next, improvement is made 
by doing the ELISA procedure at elevated temperature [2]. Thus, heat- mediated ELISA (HELISA) was carried out 
in less than 2.5 h giving 1.5 fold higher ELISA value than ELISA carried out at 37oC over the same period. 
Further, we have used pressure energy instead of thermal incubation to reduce the ELISA timing to 1 h without 
affecting specificity or sensitivity of the assay [3]. We have also demonstrated the use of ultrasound waves, an 
alternate source of energy, in reducing ELISA timing to 40 minutes [4].  In another breakthrough invention a rapid 
method was developed for carrying out ELISA for detection of antigen or antibody by microwave irradiation. 
Microwave - mediated ELISA (MELISA) procedure has dramatically reduced the ELISA timing to around 5 
minutes [5]. 

The rapid procedure will be beneficial to the increasing importance of ELISA in clinical diagnostics, molecular 
biology, agriculture, sericulture and related fields and could be an excellent substitute for conventional 
immunoassay procedure. 
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Radioresistant microorganisms thrive in extreme radiation environment at which other life forms are unable to 
sustain their life. As gamma radiation come across to the biological system, it deposit its energy and thus induce 
severe oxidative stress in the cellular environment. Oxidative stress generates by gamma radiation induces 
structural and functional impairment in the several vital biomolecules lead to cell death. Surprisingly, 
radioresistant bacteria overcome massive oxidative stress under extreme radiation environment. The 
extraordinary ability of radioresistant bacteria to beat oxidative stress, logically force us to screen out and discover 
some novel biologically active molecules from them probably having trans-species radioprotective ability. In view 
of that, a radioresistant bacterium Bacillus sp. INM-1 was isolated and characterized for its radioresistance 
capabilities. A novel secondary metabolite (SQGD) produced by Bacillus sp. INM-1 bacterium under  selected 
gamma radiation pressure was purified and evaluated for its radioprotective efficacy in vitro and in vivo models. 
Bacterial metabolite (SQGD) was evaluated for its antioxidant activities, protein, DNA repair and restriction 
enzymes functional impairment, plasmid DNA and ��phage DNA radioprotective activities in vitro.  Whole body 
radioprotective efficacy along with radiosensitive organs radioprotective capabilities of SQGD against lethal 
irradiation has also been evaluated in vivo models. 

Significant in vitro structural and function protection against supra-lethal irradiation (500-1600Gy)  to structural 
protein (i.e. BSA) and restriction endonucleases (i.e. Bam H I, ECOR1, Hind III), plasmid and ��phage DNA  was 
observed with SQGD treated groups compared to only irradiated groups.  More than~ 80% (survival) whole body 
radioprotection in C57BL/6 mice observed upon SQGD single dose (50 mg/kg.b.wt. oral) administration 2h before 
lethal (9Gy) irradiation compared to zero % survival in irradiated control mice which were not administered by 
SQGD. Systemic radioprotection studies demonstrated that SQGD pretreatment before irradiation significantly 
protects spermatogensis and sperm deformity in irradiated mice as observed up to two complete cycles 
completion followed by irradiation. Similarly, SQGD also found to protect intestinal crypt cells against radiation 
induced death. Apart from that, SQGD administration induced gene expression of cytoprotective cytokines i.e. IL-
12p40, IL-23p19, Rel A (NFkB sub-unite) in human PBMC cells. Significantly high induction in IL-2, IFN�, IL-12 
and inhibition in IL-10 expression was observed in irradiated mice pretreated with SQGD compared to only 
irradiated mice, suggested that SQGD induced cytoprotective cellular immune response in irradiated mice. 
Significant increase in hematopoietic growth factors i.e. G-CSF, GM-CSF and M-CSF observed in the serum, 
spleen and bone marrow of the irradiated mice which were pre-administered with SQGD compared to only 
irradiated mice suggested that SQGD induce heamatopiosis, myelopoisis and thus contributes towards excellent 
protection to hematopoietic system of irradiated mice. 

In conclusion, based on the experimental evidences, it may be summarized that secondary metabolite SQGD 
produced by radioresistant bacterium Bacillus sp. INM-1 provide excellent protection to lethally irradiated mice at 
molecular, cellular and organ level and thus can be an excellent radioprotective agent to manage planed or 
unplanned nuclear eventuality in future. 
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Фармакологические свойства и биологическое действие фитоэкдистероидного препарата исследуется 
более 40 лет [1].  Однако механизмы физиологического действия новой субстанции на организм 
теплокровных изучены недостаточно, поэтому необходимы дальнейшие исследования с целью уточнения 
используемых дозировок и детализации отдельных  свойств препарата, в частности, фармакологических 
свойств и биологического действия.  

Работа посвящена изучению фармакологических и адаптогенных свойств фитоэкдистероидного 
препарата Серпистен, выделенного из листьев и побегов растения серпухи венценосной (Serratula 
coronata). Серпистен представляет собой очищенный сертифицированный препарат, состоящий из двух 
основных фитоэкдистероидов: 20-гидроксиэкдизона (20Е) и 25S-инокостерона [2]. 

Целью данной работы является оценка влияния водного раствора Серпистена в различных дозах на 
поведение и гематологические показатели мышей при курсовом введении per os. Проведены три серии 
экспериментов на самцах белых беспородных мышей (половозрелые мыши, в количестве 170 шт.) с 
использованием разных доз препарата (0.5, 5, 15 и 50 мг/кг) и времени действия (7, 10 сут).  Для 
выявления их поведенческих реакций были использованы тесты: Т-образный лабиринт, тест «Открытое 
поле» и тест Порсолта. Анализ гематологических показателей красной и белой крови проводили через 
сутки после последнего воздействия Серпистена общепринятыми методами. 

На основании полученных результатов, проведенных в трех тестах, характеризующих поведенческие 
реакции мышей при употреблении водного раствора Серпистена в малых концентрациях (от 0.5 до 50 
мг/кг), установлена зависимость выявленных реакций мышей от дозы исследуемого соединения. При 
потреблении Серпистена в дозе 15 мг/кг у мышей наблюдали уменьшение горизонтальной двигательной и 
вертикальной активности, снижение тревожности, повышение эмоциональности по сравнению с 
контрольной группой, что свидетельствует о положительном действии Серпистена в малой концентрации; 
отмечали увеличение времени пассивного плавания при дозе 5 мг/кг, что указывает на уменьшение 
степени депрессивности мышей; введение препарата в течение 10 сут в дозе 50 мг/кг, показало 
уменьшение времени пребывания мышей в лабиринте, что доказывает способность животных к обучению, 
пространственной ориентации. 

В ответ на курсовое 7 сут введение Серпистена в дозе 15 мг/кг у мышей количественные показатели 
белой крови в целом претерпевает незначительные изменения, что соответствует критериям 
физиологической активности адаптогенов, при этом количество ауторозеток в крови значительно ниже по 
сравнению с контролем, что подтверждает адаптогенное действие исследуемого фитоэкдистероидного 
препарата. Введение Серпистена (15мг/кг, 7 суток) оказывало мягкое воздействие на клеточные 
изменения показателей красной крови лабораторных мышей.  

Таким образом, Серпистен  в малых дозах  может рассматриваться как потенциальное адаптогенное 
средство при действии факторов разной природы. 

 
Работа выполнена при поддержке программы фундаментальных исследований Президиума УрО РАН (12-П-1023).  
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Pharmacologic properties and biological effect of the phytoecdysteroids have been investigated over 40 years. 

However, mechanisms of physiologic effect of new substance on warm-blooded organisms are not well 
understood yet. That is why further researches are necessary to clarify doses and specifications of the separate 
preparation properties, pharmacologic and biologic effects. 

Our researches are devoted to studying pharmacologic and adaptogenic properties of the phytosteroid 
preparation Serpisten extracted from leaves and springs of Serratula coronata. Serpisten is a purified and certified 
preparation, which consists of two basic phytoecdysteroids: 20 – hydroxyecdisonum (20E) and 25S-
inocosteronum. 

The aim of this work was to estimate the impact of water solution of Serpisten in different doses on behavior 
and hematologic parameters of mice during the course injection. Three experiments have been done on purebred 
white mice (eugamic mice, 170 individuals) using different doses of the preparation (0.5, 5, 15 and 50 mic/kg) and 
duration (7, 10 days). Such tests, as T-labyrinth, “Open field” test and test of Porsolt have been used to detect 
behavioral reactions. Analysis of hematalogic indexes of white and red blood was made a day after the last 
Serpisten exposure. 

The results of three tests show the dependence of detected reactions of mice on the effect of Serpisten. When 
mice got 15 mg/kg of Serpisten, reduction of horizontal moving and vertical activity, reduction of anxiety and 
increased emotionality appear comparing with primary group. This fact indentifies a positive effect of small 
concentrations of Serpisten. We found increase in time of passive swimming under 5 mc/kg dose. It demonstrates 
reducing the depressiveness of mice. Injection of the preparation during 10-days period in dose of 50 mc/kg 
results in the fact, that mice use much less time to get out of the labyrinth. It shows that mice could learn faster. 

When the dose of 15mc/kg was adding during the 7-days period, quantitative indexes of white blood do not 
show significant changes, which match with criteria of physiologic activity of adaptogens. Injection of Serpisten 
(15 mc/kg, 7-days period) softly impacts cell structure changes of mice’s’ red blood. 

That is why we can consider Serpisten in small doses to be potential adaptogenic agent under the different 
harmful factors. 

 
This work was supported by the program of Presidium of UB RAS (12-P-1023). 
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Активні форми кисню (АФК) відіграють сигнальну роль у запуску ПЗК за дії біотичних і абіотичних 
стресорів у рослин [6]. Баланс між генерацією та знешкодженням АФК може бути вирішальним для розвитку 
ПЗК [4]. Так, у трансгенних рослин, які відрізняються  рівнем активності антиоксидантних систем, індукція 
ПЗК за дії патогенів і озону негативно корелює з активністю антиоксидантних ферментів: 
супероксиддисмутази (СОД), каталази і аскорбатпероксидази [7,10]. Однак відомими є і дані, коли  у 
подвійних  мутантів за відсутністю активності каталази і цитозольної аскорбатпероксидази (apx1/cat2) 
спостерігається поява стійкості до окислювального стресу, ДНК-ушкоджуючих факторів, зокрема до дії 
гербіциду норфлуразолу (інгібітор синтезу каротиноїдів) і інгібується ПЗК. Виявляється в даному випадку, 
поява стійкості пов’язана з активацією антиапоптозних білків [11]. Найбільш надійним маркером ПЗК є 
міжнуклеосомна фрагментація ДНК, яка на відміну від деяких оборотних початкових стадій процесу ПЗК [9]  
є вже необоротною. Вивчення процесу індукованого патогенезу за дії гербіцидів різних класів є одним з 
шляхів розвитку хімічного методу контролювання бур’янів [1]. Нашими попередніми дослідженнями було 
встановлено короткочасне підвищення вмісту пероксиду водню (ПВ) та більш тривала генерація 
супероксидного аніон-радикала (САР) за дії гербіциду інгібітору ацетил-КоА-карбоксилази (грамініциди) 
галоксифоп-R-метилу (ГФ) [2]. Окрім цього, було показано зменшення фітотоксичної дії ГФ за дії 
антиоксиданту іонолу, а додавання інгібітору СОД до антагоністичної суміші грамініциду з гербіцидом 
інгібітором ацетолактатсинтази (АЛС) змінювало характер взаємодії на адитивний. Всі ці дані є однозначним 
свідченням важливої ролі АФК в індукованому грамініцидами патогенезі. Нами були проведені дослідження 
з метою з’ясування джерел виникнення АФК за дії грамініцидів. Було встановлено, що вже через годину 
після обробки ГФ спостерігається короткочасне підвищення активності іоннозв’язаної пероксидази клітинної 
стінки, що може свідчити про роль даного ферменту у підвищенні вмісту ПВ за дії грамініцидів [2]. Для 
параквату  та гербіцидів - ацифлуорфену та сульфентразону, фітотоксичність яких також зумовлена 
взаємодією з процесом фотосинтезу, було показано апоптозподібну фрагментацію ДНК. Більш того, 
трансгенні рослини тютюну, до яких було введено гени, що кодують антиапоптозні білки родини Bcl-2, 
набували стійкості до дії даних гербіцидів [3].  Ці дані є свідченням участі ПЗК  у патогенезі, індукованому 
даними гербіцидами. Метою наших подальших досліджень було встановити роль НАДФН-оксидази в 
генерації АФК та дослідити деградацію ДНК на наявність апоптозподібної фрагментації за дії  грамініцидів. 

Для досліджень використовували етіольовані проростки кукурудзи (Zea mays L.), які слугували моделлю 
однодольних бур’янів. Обробку  грамініцидом ГФ (10-5М) проводили шляхом намочування насіння або 
інкубацією коренів в розчині гербіциду. Активність НАДФН-оксидази визначали в цитозольній та 
мітохондріальній фракціях коренів проростків [9]. Виділення ДНК з меристем коренів проводили СТАБ-
методом [5].  

Було встановлено підвищення в 2 рази НАДФН-оксидазної активності в мікросомальній фракції 
меристем проростків кукурудзи через 3-5 годин після обробки грамініцидом. НАДФH-оксидазна активність 
цитозольної фракції протягом усього періоду досліджень була нижче контролю. З цього випливає,  що 
прискорення генерації САР за дії грамініциду, хоча б на початковому етапі патогенезу, може бути 
зумовлено підвищенням активності НАДФН-оксидази мікросомальної фракції.  Дослідження стану  ДНК 
показало, що на 2 добу після обробки рослин грамініцидом відмічається деградація високомолекулярної 
ДНК, а на 3 добу виявляється апопотозподібна фрагментація по нуклеосомах.  Отримані дані дають всі 
підстави стверджувати про участь АФК-опосередкованої ПЗК у індукованому грамініцидами патогенезі. 
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Reactive oxygen species (ROS) play a signaling role in the initiation of PCD by biotic and abiotic stressors in 
plants [6]. The balance between ROS generation and destruction can be crucial for the development of PCD [4]. 
Thus, in transgenic plants, which differ in the level of activity of antioxidant systems, induction of PCD for 
pathogens and ozone negatively correlated with the activity of antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD), 
catalase and ascorbatperoxidase [7,10]. However, there are known data, when double mutants in the absence of 
catalase and cytosolic ascorbatperoxidase (apx1/cat2) activity observed the emergence of resistance to oxidative 
stress, DNA-damaging factors, including the herbicide norflurazol (inhibitor of carotenoid synthesis) and inhibited 
PCD. It turns out in this case, the emergence of resistance is associated with activation of antiapoptosis proteins 
[11]. The most reliable marker of PCD is DNA fragmentation to nucleosomes, which is in contrast to some of the 
initial stages of the process of working PCD [9] is already irreversible. Learning the process of induced 
pathogenesis for different classes of herbicides is one of the ways to develop a chemical method of controlling 
weeds [1]. Our previous studies have found short-term increase in the content of hydrogen peroxide (HP) and 
more prolonged generation of superoxide anion radicals (SAR) for the herbicide inhibitor of acethyl-CoA-
carboxylase (graminicide) haloxyfop-R-methyl (HF) actions [2]. Moreover, it was shown to reduce HF phytotoxic 
action by antioxidants ionol and adding an inhibitor of SOD to graminicide antagonistic mixtures with herbicide 
acetolactatsynthase (ALS) inhibitor changed the nature of the interaction on the additive. All these data are 
unequivocal evidence of the important role of ROS in graminicide induced pathogenesis. We have conducted 
investigations to determine the sources of ROS for the graminicide actions. It was found that an hour after HF 
treatment observed transient increase of cell wall peroxidase activity, suggesting a role of this enzyme in 
improving the content of HP by graminicides [2]. For paraquat and herbicides - acyfluorfen and sulfentrazone, 
phytotoxicity are also due to the interaction with the process of photosynthesis, has been shown apoptotic DNA 
fragmentation. Moreover, transgenic tobacco plants that have been introduced genes encoding anti-apoptotic 
proteins family Bcl-2, acquired resistance to these herbicides [3]. These data are evidence of involvement PCD in 
the pathogenesis induced by these herbicides. The aim of our further research was to determine the role of 
NADPH-oxidase in the generation of ROS and investigate the degradation of DNA in the presence apoptotic 
fragmentation for graminicide actions.  

For research the etiolated maize seedlings (Zea mays L.) were used, which served as a model of monocot 
weeds. Processing by graminicide HF (10-5M) was achieved by soaking the seeds or roots of incubation in a 
solution of herbicide. NADPH-oxidase activity was determined in cytosolic and mitochondrial fractions of the roots 
of seedlings [9]. For isolation of DNA from the root meristem STAB-method was spent [5].  

It was found increasing in 2 times the NADPH-oxidase activity in microsomal fraction of maize seedlings 
meristems after 3-5 hours after graminicide treatment. NADPH-oxidase activity of cytosolic fractions throughout 
the period of study was lower than control. This implies that the increasing of SAR generation for graminicide 
actions, at least at the initial stage of pathogenesis may be due to increased activity of NADPH oxidase of 
microsomal fractions. A study of DNA showed that on 2 day after treatment plants by graminicide the degradation 
of the macromolecular DNA and on 3 day apopototic fragmentation DNA to nucleosomes was observed. These 
data give every reason to affirm the participation of ROS-mediated PCD in pathogenesis induced by graminicides. 
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ГАМК (γ-аміномасляна кислота)- основний гальмівний медіатор центральної нервової системи. 
Традиційно вважається, що в основі гальмівної дії ГАМК лежить або гіперполяризуючий вплив на 
постсинаптичну мембрану нейрона, або деполяризуючий вплив на аксонну терміналь (пресинаптичне 
гальмування).  У довгастому мозку щурів виявлено велику кількість ГАМК-ергічних нейронів і специфічних 
рецепторів ГАМК, включених у тонічний гальмівний контроль кровообігу. 

Метою наших досліджень було дослідити ефекти ін'єкцій ГАМК в кардіоваскулярні ядра довгастого 
мозку щурів. Проведене дослідження показало, що ін’єкції ГАМК супроводжувались розвитком як гіпо- , так 

і гіпертензивних реакцій, величина яких залежала від дози  введеної амінокислоти. В концентрації (10 -10 

моль/л) ін’єкції  ГАМК в парамедіанне ядро (PMn) і  латеральне ретикулярне ядро (LRn) супроводжувались 
зниженням системного артеріального тиску (САТ) в середньому на 20% (P<0.05) і  на 17% (P<0.05), 
відповідно, а  її введення обопільне ядро (АМВ) не супроводжувалось розвитком вірогідних змін САТ 
(рис.1,а). Ін'єкції ГАМК в концентрації (10-8 моль/л) в PMn, LRn і АМВ супроводжувались більш вираженим 
зниженням САТ, яке в середньому складало 66,6% (P<0.05), 39% (P<0.05)  і  14% (P<0.05), відповідно  
(рис.1,а). Гіпертензивні реакції на ін’єкції ГАМК (10-10  моль/л) в  PMn і LRn  складали 18 %( P<0.05),  8% 
(P<0.05), відповідно. Зміни САТ на введення ГАМК (10-10  моль/л) в АМВ були практично відсутні  (рис.1,б). 
В концентрації 10-8 моль/л гіпертензивні реакції в PMn складали 32% (P<0.05), а в LRn 11% (P<0.05 ). 
(рис.1,б) 
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Рис.1 Зміни системного артеріального тиску, викликані ін’єкціями ГАМК  в ядра довгастого мозку щурів. 

 
 

Таким чином, ГАМК приймає участь в нервовому контролі функції кровообігу  шляхом гальмування або 
активації кардіоваскулярних нейронів. Різноспрямовані зміни САТ можуть бути наслідком переважної дії 
ГАМК на симпатоактивуючі або симпатогальмівні нейрони досліджуваних медулярних ядер, або наслідком 
модуляції активності інших медіаторних систем  мозку.  
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γ-aminobutyric acid (GABA) is the main inhibitory mediator in the central nervous system. An inhibitory effect 
of GABA is regarded to be based on its hyperpolarizing action to postsynaptic neuron membrane or depolarizing 
action to axon terminals (presynaptic inhibition). The great number of GABA-neurons and specific GABAa 
receptors, involved in tonic inhibitory control of blood circulation, are available in the rat medulla oblongata.   

The aim of our experiments was to study hemodynamic effects of GABA injections into the rat medullary 
cardiovascular nuclei. The results have demonstrated that GABA injections were followed by the development of 
ether hypotensive or hypertensive responses in a dose-depended manner. GABA injections (10-10 mol/l) into the 
paramedian nucleus (PMn) and lateral reticular nucleus (LRN) resulted in the systemic arterial pressure (SAP) 
lowering by 20% (P<0.05) and 17% (P<0.05), on average, correspondingly, whereas its injections into the nucleus 
ambiguous (АМВ) failed to change the SAP (Fig.1, a). GABA (10-8 mol/l) injections into the PMn, LRN and АМВ 
resulted in a SAP decrease by 66.6% (P<0.05), 39% (P<0.05) and 14% (P<0.05), correspondingly (Fig.1, a). In a 
similar way, GABA-induced hypertensive responses were also dose-dependent. The SAP elevations to GABA 
(10-10 mol/l) injections into the PMn and LRN were 18 % (P<0.05) and 8% (P<0.05), correspondingly. At that, 
GABA-induced changes in the SAP from the АМВ were not observed (Fig.1, b). An increase in the dose of GABA  
to (10-8 mol/l) enhanced hypertensive responses   which were 32% ( PMn, P<0.05) and  11% (LRn , P<0.05). 
(Fig.1, b)  
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Fig.1 The changes in the systolic arterial pressure, caused by GABA injections into rat medullary nuclei. 

 
Thus, GABA plays an important role in the nervous control of blood circulation by the medullary nuclei in rats. 

Hypotensive responses usually result from inhibiting sympathetic exciting neurons within the medullary nuclei 
under study. The development of hypertensive responses can result from either predominant GABA action on 
inhibiting neurons within the medullary nuclei, or it might  result from other mechanisms. 
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Відомо, що злоякісний ріст відбувається на фоні нейрогуморальних та метаболічних змін в організмі. 

Виснаження ресурсів фізіологічної антиоксидантної системи за умов онкогенезу призводить до подальшої 
малігнізації. 

Метою роботи було оцінити дію проантоціанідинів кісточок винограду (ПКВ) на окисно-відновний 
гомеостаз у тканині печінки щурів за умов злоякісного росту при локальному опроміненні. 

Дослідження проводили на білих нелінійних щурах-самцях масою 180±20г. Тварини були поділені на 5 
груп: 1 – інтактні, 2 – щури з інокульованою карциномою Герена (КГ), 3 – тварини з КГ, що зазнавали 
локальне опромінення (ЛО), 4 – щури з КГ, яким вводився ПКВ, 5 – тварини з КГ, яким вводився ПКВ за 
умов ЛО. 

Було показано зростання рівня вторинних продуктів перекисного окиснення ліпідів – ТБК-активних 
сполук у печінці щурів на 8 добу після інокуляції пухлини. У той же час ЛО призводило до зниження цього 
показника на 1 добу та до значного зростання на 3 й 7 добу відносно контрольних значень. 

Введення ПКВ обумовлювало зниження вмісту ТБК-активних сполук у печінці щурів як з КГ, так і у 
тварин з КГ за умов ЛО. За умов злоякісного росту також відзначалось зменшення каталазної активності, 
тоді як ЛО пухлини призводило до незначного зменшення активності у порівнянні з величиною для тварин 
з КГ. Супероксиддисмутазна активність спадала за умов онкогенезу та у короткі терміни після ЛО. (додати 
про каталазу та СОД при КВП і узагальнити про ефект нормалізації при введенні КВП). 

В результаті досліджень було виявлено, що злоякісний ріст супроводжується зниженням вмісту 
відновленого глутатіону у печінці щурів у всі терміни дослідження, окрім 9 доби. У той же час ЛО 
спричиняло зниження рівня відновленого глутатіону в усі терміни дослідження, при цьому максимальний 
рівень відзначався на 9 добу. Введення КВП призводило до підвищення рівня відновленого глутатіону в усі 
терміни дослідження за умов злоякісного росту та ЛО. 

Таким чином, якщо ЛО обумовлює виражене зниження окисно-відновних показників за умов пухлинного 
росту, навіть нижче за контрольні значення, то застосування ПКВ нормалізують ці величини, при цьому 
найвища ефективність відзначається за умов сумісного використання ЛО і ПКВ.  
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The tumor development is occurred at the background of neurohumoral and metabolic alterations of an 
organism. Resources of physiological antioxidant system are depleted under tumor growth that leads to further 
malignization.  

The aim of our investigation was to determine effect of the natural antioxidant substance, a grape seed 
proanthocyanidin extract (GSPE), on rat hepatic tissue redox homeostasis parameters under malignization in 
condition of local irradiation.  

Albino nonlinear male rats, weighing 180±20g, were used. The animals were divided into 5 groups: 1 – intact 
rats, 2 – rats with inoculated Guerin’s carcinoma (GC), 3 – rats with GC exposed to local irradiation (LI), 4 – rats 
with GC treated with GSPE, 5 – rats with GC exposed to LI and treated with GSPE. All experiments were carried 
out on the hepatic tissue. 

The increase of lipid peroxidation products level – thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was 
observed in rat liver at the 8th day after tumor inoculation. Meanwhile LI led to decrease of this index at the 1st day 
and to significant evaluation at the 3rd and the 7th days in compare with control values. 

The administration with GSPE was observed to induce decrease of the TBARS level in the liver tissue in rats 
with CG as well as in animals with CG exposed to LI. Catalase activity was determined to decrease essentially 
under malignization, meanwhile LI of the tumor caused slight reduction of the catalase activity in compare to CG 
meaning. Superoxide dismutase activity was decreased under malignization and in short terms after LI. 

We revealed that malignization was accompanied with decline of reduced glutathione amount in rat liver 
during all terms of observation except 9th day. At the same time LI caused decrease of reduced glutathione level, 
notably, the maximum value was observed at the 9th day. The treatment with GSPE led to augmentation of 
reduced glutathione level at the all terms of the study under tumor growth and LI. 

Increase of reduced glutathione level at the 9th day after tumor inoculation corresponded to general 
augmentation of redox homeostasis parameters. Obtained results demonstrate cancerostatic and antiradiation 
effects of natural antioxidant substance particularly with radiotherapy. 

  



 
 

 271

ЕКСПРЕСІЯ ГЕНІВ VCAN, SPARC, CLEC3B ТА E2F1 В ПІДШКІРНІЙ ЖИРОВІЙ ТКАНИНІ  
ЗА ОЖИРІННЯ ТА ПОРУШЕНІЙ ТОЛЕРАНТНОСТІ ДО ГЛЮКОЗИ 

 
Ратушна О.О., Мінченко О.Г. 

 

Інститут біохімії ім. О.В. Палладіна Національної академії наук України, Київ, Україна 
email: ratushnaoksana@hotmail.com 

 
Ожиріння є одним з найважливіших напрямків дослідження сучасних медико-біологічних наук. Багато 

чого відомо про регулювання маси тіла та ожиріння (1). Як і багато інших захворювань, ожиріння та 
метаболічний синдром є результатом взаємодії генетичних факторів та факторів навколишнього 
середовища, в тому числі біологічних ритмів, які контролюють процеси метаболізму та мають складну 
систему зворотних зв’язків (2). Утворення жирової тканини тісно пов'язане з процесами клітинної 
проліферації та ангіогенезу, який є важливим компонентом різних проліферативних процесів. Зокрема, ріст 
жирових тканин регулюється різними тісно пов’язаними між собою факторами. 

Основною метою даної роботи було вивчення значення експресії генів, що кодують білки 
позаклітинного матриксу з плейотропними функціями (SPARC, VCAN і CLEC3B) та транскрипційного 
фактора E2F1, що відіграють важливу роль у регуляції ангіогенезу, в підшкірній жировій тканині пацієнтів, 
які страждають ожирінням, для оцінки їхнього можливого значення для розвитку людського ожиріння та 
початкових стадій метаболічних захворювань (преддіабет). Зміни експресії ключових регуляторних та 
транскрипційних факторів (SPARC, CLEC3B, E2F1 і VCAN) можуть модулювати внутрішньоклітинні мережі 
сигнальних шляхів, що відповідають за регуляцію ангіогенезу та метаболізму глюкози, а також призводити 
до розвитку ожиріння та його ускладнень (резистентності до інсуліну, порушеної толерантності до глюкози 
та діабету 2 типу), так як функції деяких білків позаклітинного матриксу тісно пов'язані з метаболічним 
гомеостазом та їх дисрегуляції сприяє розвитку метаболічних захворювань 

У цьому дослідженні ми показали, що ожиріння пов'язане з порушенням регуляції експресії генів VCAN, 
CLEC3B, E2F1 SPARC, що кодують важливі регуляторні фактори з плейотропними функціями, до яких, 
зокрема, належить контроль ангіогенезу та процесів росту (3-5). Більше того, не виключено, що ці гени 
також беруть участь у розвитку ускладнень, пов'язаних з ожирінням, таких як порушення толерантності до 
глюкози, оскільки ми показали значне посилення експресії генів SPARC та VCAN в жировій тканині 
пацієнтів з ожирінням та порушеною толерантністю до глюкози в порівнянні з пацієнтами з ожирінням та 
нормальною толерантністю до глюкози. У той же час, експресія генів E2F1 та CLEC3B була зниженою в 
жировій тканині пацієнтів з ожирінням та порушеною толерантністю до глюкози. Цілком можливо, що 
VCAN, CLEC3B, E2F1 та SPARC відіграють важливе значення у цій системі сигнальних шляхів та баланс 
між різними регуляторними факторами, що беруть участь у регуляції ангіогенезу, включаючи судинний 
ендотеліальний фактор росту, який є ключовим про-ангіогенним фактором, інсулін, інсуліно-подібні 
фактори росту, лептин та інші, та дійсно є визначальними для процесів ангіогенезу як за ожиріння, так і за 
ожиріння, ускладненого порушенням толерантності до глюкози. 
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Obesity is one of the most profound public health problems. Much has been learned regarding the regulation 

of body weight and adiposity (1). Like many other medical conditions, obesity and metabolic syndrome are the 
results of interaction between environmental and genetic factors, including biological rhythms which control 
metabolism and are intrinsically and interdependently linked (2). Adipose tissue growth is tightly associated with 
cell proliferation processes and angiogenesis which is an important component of different proliferative 
processes. In particular, fat tissue growth is regulated by different tightly interconnected factors.  

The main goal of this work was to study the role of the gene expressions encoding for the matricellular 
proteins with pleiotropic roles (SPARC, VCAN and CLEC3B) and transcriptional factor E2F1, related particularly 
to regulation of angiogenesis in subcutaneous adipose tissue of equally obese individuals for evaluation of its 
possible significance to development of human obesity and initial stages of metabolic disease (prediabetes). The 
changes in the expression of the key regulatory and transcriptional factors (SPARC, CLEC3B, E2F1 and VCAN) 
can modulate the intracellular signaling network, responsible for regulation of angiogenesis and glucose 
metabolism, and lead to development of obesity and its complications (insulin resistance, glucose intolerance and 
type 2 diabetes), because the function of some matricellular proteins is closely linked to metabolic homeostasis 
and its dysregulation contributes to the development of metabolic disease. 

In this study, we have demonstrated that obesity is associated with dysregulation of the VCAN, CLEC3B, 
E2F1 and SPARC genes, which encode the important regulatory factors with pleiotropic functions, in particularly, 
control angiogenesis and growth processes (3-5). Moreover, it is possible that these genes are also involved in 
the development of obesity associated complications, like glucose intolerance, because we have shown 
significant up-regulation of both SPARC and VCAN gene expressions in adipose tissue of subjects with impaired 
glucose intolerance versus the obese individuals with normal glucose tolerance. At the same time, the expression 
of E2F1 and CLEC3B genes was decreased in adipose tissue of obese patients with glucose intolerance. It is 
possible that VCAN, CLEC3B, E2F1 and SPARC are also included in this network and the balance between 
different regulatory factors which participate in the control of angiogenesis, including vascular endothelial growth 
factor, a key pro-angiogenic factor, insulin, insulin-like growth factors, leptin and others, and really determinate an 
angiogenesis both in obesity and in obesity with glucose intolerance.  
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Сучасні методи традиційної медицини в боротьбі з ішемічними хворобами серця, на жаль, не завжди 
забезпечують довготривалих позитивних результатів. Хірургічне втручання найчастіше забезпечує лише 
тимчасовий результат. Окрім цього, проведення подібного втручання можливе лише на доволі великих 
судинах. Відновлення мікроциркуляторного русла міокарда вирішити хірургічними методами неможливо. 
Саме тому в даний час значна увага приділяється дослідженням в області регенеративної біології та 
медицини, в тому числі ефективності та механізмам дії клітинної терапії при патологічних станах серцево-
судинної системи. Зокрема було показано позитивний вплив екстракту кріоконсервованих фрагментів 
серця поросят (ЕСцП) на перебіг експериментального кріонекрозу міокарда у щурів. 

Метою роботи було встановити вплив ЕСцП на електрофізіологічні показники роботи серцевого м’язу у 
тварин з ішемією міокарда. 

Дослідження проведено на 17 безпородних білих статевозрілих щурах самцях, вік яких був 10 та 16 
місяців на початок експерименту. До першої групи ввійшли 8 щурів із ішемією серцевого м’яза різного 
ступеня вираженості, 4 щура з трансмуральним інфарктом міокарда увійшли до другої групи. Як контроль 
використовували тварин, у яких не було виявлено патологічних змін основних електрокардіографічних 
показників. 

Для одержання ЕСцП кріоконсервовані фрагменти серця інкубували в фізіологічному розчині 60 хв, 
звільняли від термолабільних білків та стерилізували. Екстракт вводили в черевну порожнину усім 
тваринам зі змінами в роботі серця впродовж всього експерименту один раз на добу по 1 мл. Доза пептидів 
становила 50 мкг на 100 г маси тварини. Електрокардіограми (ЕКГ) тварин реєстрували на апаратно-
програмному комплексі «Поли-Спектр» (Нейрософт, Росія) у режимі фонового запису проби протягом 5 
хвилин на початку дослідження, через 28 та 56 діб уведення екстракту. По даним ЕКГ визначали показники 
варіабельності ритму серця. 

У тварин з ішемією міокарда на ЕКГ спостерігалася елевація сегмента ST і збільшення амплітуди зубця 
Т, зниження амплітуди зубця R в I і avl відведеннях. В цій групі тварин після введення ЕСцП на протязі 2 
місяців реєструвалося відновлення амплітуди зубця R. Елевація сегмента ST змінювалася появою 
куполоподібного зубця Т, що свідчило про нормалізацію кровопостачання серцевого м’яза. 

У щурів з трансмуральним інфарктом міокарда на ЕКГ реєструвався зубець Q в I і avl відведеннях. На 
56 добу експерименту спостерігалася нормалізація показників ЕКГ, в тому числі зменшення зубця Q в I, II 
та avl відведеннях. Показники варіабельності ритму серця поверталися до норми. В процесі 
ремодулювання серця відбувалося збільшення показника потужності спектру нейрогуморальної регуляції 
усіх частотних діапазонів до рівня норми та відновлення балансу вкладів симпатичного і парасимпатичного 
відділів вегетативної нервової системи.  
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Advanced methods of traditional medicine when fighting against coronary heart disease, unfortunately, do not 

always provide a long-term positive results. Surgical intervention often provides a temporary result only. 
Moreover, conducting such intervention is possible only on relatively large vessels. Myocardial microvasculature 
by surgical methods can not be restored. Therefore at present a considerable attention is given to the research in 
the field of regenerative biology and medicine, including the effectiveness and the mechanisms of action of cell 
therapy action in pathological conditions of cardiovascular system. In particular, there was shown a positive effect 
of the extract of cryopreserved piglets’ heart fragments (EPsH) on the course of experimental myocardium 
cryonecrosis in the rats. 

The research aim was to determine the influence of EPsH on electrophysiological indices of cardiac muscle in 
the animals with myocardial ischemia. 

The study was conducted in 17 outbred white male mature rats, they were aged of 10 and 16 months at the 
beginning of the experiment. The first group consisted of 8 rats with different severity of heart muscle ischemia, 
the second group included 4 rats with transmural myocardial infarction. The animals with no pathological changes 
of main electrocardiographic parameters were used as the control. 

For obtaining the EPsH the cryopreserved heart fragments were incubated in physiological solution for 60 min, 
were released from thermolabile proteins and were sterilized. The extract was injected into abdominal cavity of all 
animals with the changes in heart activity by 1 ml once daily during the whole experiment. The dose of peptide 
was 50 µg per 100 g to an animal. Electrocardiograms (ECG) of animals were recorded with hardware-software 
complex "Poly-Spectrum" (Neurosoft, Russia) in the background mode recording the sample for 5 minutes at 
baseline, after 28 and 56 days after the extract injection. According to ECG data indices of heart rate variability 
were measured. 

In ECG in animals with myocardial ischemia the elevation of ST-segment and an increase in the amplitude of 
T wave, reducing the amplitude of R wave in the leads I and avl there was recorded. The elevation of ST-segment 
changed with appearance of the T dome-like wave, indicating a normalization of blood supply to heart muscle. 

In the rats with transmural myocardial infarction in ECG a Q wave in the leads I and avl was recorded. To day 
56 of the experiment there was normalization of the ECG, including the reduction of Q wave in I, II and avl leads. 
The indices of heart rate variability returned to the normal level. During the process of heart remodulation the 
index of power spectrum of neurohumoral regulation for each frequency band to normal level and recovery the 
balance of influence sympathetic and parasympathetic divisions of the autonomic nervous system were 
increased. 
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Growing evidence indicates that ubiquitin ligases play a critical role in the hypoxia response which one of the 
important cases of heart injury. Among them, Siah2, a RING finger ligase, is an important regulator of pathways 
activated under hypoxia. Calcyclin-binding protein/Siah-1-interacting protein (CacyBP/SIP), a target protein of the 
S100 family,  interacted with Siah-1 and Skp1, has been identified recently as a component of a novel 
ubiquitinylation complex leading to beta-catenin degradation . It was represent  (Filipek et al, 1996) a calcyclin 
target in EAT cells, in addition  for  annexin II, annexin VI and GAPDH ( Filipek, A. and Kuz!nicki, J. (1993)  as a 
targets for bovine heart calcyclin. It probably serves as a molecular bridge in ubiquitin E3 complexes and 
participates in the ubiquitin-mediated degradation of beta-catenin.  

Also it's shown that mouse CacyBP/SIP interacts with extracellular signal regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) 
and exhibits a phosphatase activity toward ERK1/2 kinases and that the calcium binding protein, S100A6, 
competes for this interaction. However,  the function of CacyBP/SIP in ubiquitination and degradation processes 
and their possible role in heart failure progression not yet understood. 

We examined a possible changes in expression of  CacyBP/SIP, ERK 1/2 and the level of total ubiquitination 
of proteins in mouse myocardia affected by experimental inducible myocarditis and DCM( Sidorik et al, 2009) by  
Western blot-analysis using monospecific polyclonal anti-CacyBP/SIP antibodies developed in our Laboratory. 

We showed for the first time the positive correlation between the level of CacyBP/SIP expressionERK ½ 
expression and the level of ubiquitination of total proteins in myocardia affected by DCM in contrast with 
myocardia affected by experimental inducible myocarditis and normal ones. 

We proposed that CacyBP/SIP  may be involved in calcium-dependent ubiquitination and subsequent 
proteosomal degradation of target proteins in deseased myocardia and that different level of its expression in 
different stages of heart failure progression could reflected the activation of different signal pathways involved.  
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Menkes disease is caused by a defective gene named ATP7A that regulates the metabolism of copper in the 

body. The disease primarily affects male infants. Low copper levels can affect the structure of bone, skin, hair, 
and blood vessels and interfere with nerve function. Affected infants may be born prematurely, but appear healthy 
at birth and develop normally for 6 to 8 weeks. Mutations in the ATP7A gene, located on chromosome Xq12-q13 
are the cause of Menkes syndrome. This condition is inherited in an X-linked recessive pattern. As the result of a 
mutation in the ATP7A gene, copper is poorly distributed to cells in the body. The decreased supply of copper can 
reduce the activity of numerous copper-containing enzymes that are necessary for the structure and function of 
bone, skin, hair, blood vessels and the nervous system such as lysyl oxidase. Physiochemical characterization 
was done to interpret properties like pI, EC, AI, GRAVY and instability index. Homology modeling was performed 
to generate good quality models. The assessment of generated three dimensional structure against structure 
verification tools PROCHECK and WHATIF showed that model generated by Swiss Model was more acceptable 
to that by GENO 3D.  The predicted model can be used in structure based drug designing and vaccine 
development. 
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В умовах постійного погіршення екологічної ситуації актуальним є виробництво традиційних продуктів з 
активними захисними, у тому числі радіозахисними властивостями, і продуктів, збагачених ессенціальними 
мікронутрієнтами. Останнє особливо актуальне для мешканців йододефіцитних біогеохімічних провінцій, 
які складають більше 1/3 території України. Йодна недостатність спричинює важкі хвороби щитовидної 
залози – зоб, гіпотиреоз, порушення процесу формування і функції центральної нервової системи, що 
проявляється у вигляді затримки розумового розвитку, кретинізму у дітей, порушення репродуктивної 
системи жінок, відхилення в роботі головного мозку у людей старшого віку. Існує залежність між рівнем 
надходження йоду в організм і частотою захворювання на рак шлунку, атрофічний гастрит [1]. 

Найбільш ефективним методом боротьби з йодною недостатністю є масова профілактика, яка полягає 
в створенні продуктів харчування збагаченими йодом та селеном. До найбільш поширених продуктів 
щоденного споживання відносяться: хліб, вода, молоко, молочнокислі продукти. Нами, враховуючи 
розвиток йододифіцитних захворювань, розроблено соуси на основі сметани з хріном, грецькими горіхами 
та гірчицею збагачені органічно зв’язаним йодом. В якості джерела йоду, запропоновано використовувати 
при виробництві комбінованих сметанно-рослинних соусів поліфункціональну добавку з ламінарієвих 
водоростей у вигляді порошку – Ламідан (1 г/100 г соусу) [2]. 

Сметанно-рослинні соуси з Ламіданом рекомендуються споживати людям, які проживають на будь-яких 
геохімічних територіях та в будь-яких екологічних умовах. Це зумовлено тим, що йод в Ламідані 
знаходиться в органічно зв'язаному стані і в такому виді депонується в печінці, відкіля поступає в 
щитовидну залозу тільки в такій кількості, яка необхідна для синтезу тироїдних гормонів. Разом з тим, 
споживання соусів з Ламіданом особливо рекомендується людям, які проживають на територіях з йодною 
недостатністю з метою профілактики йододефіцитних захворювань. Крім того, профілактика йодного 
дефіциту відіграє важливу роль у зміцненні здоров’я дітей, попередженні захворювань та покращенні 
успішності учнів.  

Для вивчення можливості корекції  йододефіциту сметанно-рослинні соуси, збагачені Ламіданом, були 
включені до раціону харчування дітей Великоберезнянської та Часлівської шкіл-інтернатів Закарпатської 
області. Профілактично оздоровлено понад 250 дітей старшого шкільного віку (дев'ятих, десятих і 
одинадцятих класів). Клінічні обстеження учнів та профілактика йододефіциту проводилися 
медпрацівниками здоров пунктів шкіл під контролем та безпосередньою участю співробітників НДІ 
фітотерапії УжНУ. Критеріями оцінки ефективності профілактики йододефіциту були: загальне клінічне 
обстеження, дослідження морфологічного, психологічного стану учнів, аналіз екскреції йоду в сечі церій-
арсенометричним методом, а також загального рівня їх здоров'я та працездатності в залежності від 
забезпеченості організму йодом. Школярі вживали соуси збагачені Ламіданом протягом 2-х місяців 1 раз на 
день (на другий сніданок) по 10-20 г (залежно від виду соусу). Проведені профілактичні заходи привели до 
покращення здоров'я дітей, відбулося зниження дефіцит йоду у старшокласників на 75% при збільшенні 
добової екскреції йоду з 40,0 до 132,2 мкг/л. Кількість гострих захворювань зменшилась на (10,2 %), 
підвищились показники функціонального стану дихальної системи на (20,9 %) та м'язової сили (на 22,3%). 
Вищою стала загальна працездатність, кращою зорова короткочасна пам'ять. 

Досліджено, що вживання 10-20 г соусу забезпечує задоволення 0.4-0.5 добової потреби дитини в йоді, 
яка становить від 50 до 125 мкг (залежно від віку дитини). Добова потреба дорослої людини в йоді 
становить 200-250 мкг.  Відповідно доцільно збільшувати і порцію соусу до 40 – 50 г. 

Протипоказання для вживання сметанно-рослинних соусів з Ламіданом практично відсутні, окрім 
хворих на цукровий діабет, ожиріння та при гострих захворюваннях органів шлунково-кишкового тракту, 
вагітним та в період годування материнським молоком. Оскільки вагітним, особливо в останні місяці 
вагітності, протипоказано гострі страви чи приправи, гострі сметанні соуси рекомендується замінити 
іншими продуктами, збагаченими Ламіданом (сметанно-горіховими соусами, кисломолочними напоями, 
пастильними виробами). 

Таким чином, нові сметанно-рослинні соуси з Ламіданом можуть бути використані для профілактики 
йододефіциту. Дана продукція має оздоровчий ефект, завдяки наявності високого вмісту мікроелементів, 
зокрема йоду та селену, а також харчових волокон та низки вітамінів. Високі дієтичні властивості 
забезпечуються також за рахунок наявності сметани і рослинних компонентів – хріну, гірчиці, грецьких 
горіхів. Варто відмітити, що погіршення фізичного розвитку, стану здоров'я і розумової працездатності з 
віком, диктує необхідність проведення біокорекційних заходів як у дітей-старшокласників так і у дорослих 
за допомогою сметанно-рослинних соусів з Ламіданом.  

 

Література: 
1. Ганич М.Мю, Ганич О.М., Ганич Т.М. Йод – стимул життя. Йодна недостатність. – Ужгород: Говерла, 2010. – 136 с. 
2. Рудавська Г. Споживні властивості сметанно-рослинних соусів / Г. Б. Рудавська О. М. Жукевич//Товари і ринки.—

2011.—№2(12).—С.126—134. 
  



 
 

 278

SAUCES ENRICHED LAMIDAN IN PREVENTING OF IODINE DEFICIENCY 
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With the continuous deterioration of the environmental situation is urgent production of traditional products 
with active safety, including radioprotective properties and products of essential micronutrients fortified. The latter 
is particularly relevant for residents of iodine deficiency biogeochemical provinces which make up more than 1/3 
of the territory of Ukraine. Iodine deficiency causes severe thyroid disease - goiter, hypothyroidism, disrupting the 
formation and function of the central nervous system that manifests as mental retardation, cretinism in children, 
disorders of the reproductive system of women, the deviation in the brain in older people. There is a correlation 
between the level of iodine in the body and the frequency of gastric cancer, atrophic gastritis [1]. 

The most effective way to combat iodine deficiency is a massive prevention, which is to create a food enriched 
with iodine and selenium. The most common foods daily intake include: bread, water, milk and milk products. We 
have given the development yododyfitsytnyh diseases developed based sauce with horseradish cream, walnuts 
and mustard enriched organically bound iodine. As a source of iodine, proposed to use in production combined 
with cream and vegetable sauces multifunctional additive with laminaria seaweed in powder form - Lamidan (1 
g/100 g sauce) [2]. 

Cream and vegetable sauces with Lamidanom recommended to consume people living in any geochemical 
territories and in any environmental conditions. This is because the iodine in Lamidani is organically bound and in 
this form is deposited in the liver, whence comes the thyroid only in such quantity as is necessary for the 
synthesis of thyroid hormones. However, consumption of sauces Lamidanom especially recommended for people 
who live in iodine deficiency areas to prevent iodine deficiency disorders. In addition, prevention of iodine 
deficiency plays an important role in enhancing children's health, preventing disease and improving student 
achievement. 

To study the possibility of correction of iodine deficiency cream and vegetable sauces enriched Lamidanom 
were included in the diet of children and Velikobereznyansky Chaslivskoyi boarding Transcarpathian region. 
Oseltamivir healthier than 250 older school-age children (ninth, tenth and eleventh grades). Clinical examination 
of pupils and prevention of iodine deficiency were medical workers health units and schools under the control of 
the direct participation of employees Research Institute of Herbal Medicine UzhNU. The criteria for evaluating the 
effectiveness of prevention of iodine deficiency are: general clinical examination, the study of morphological, 
psychological state students, analysis of urinary iodine excretion cerium-arsenometrychnym method as well as 
the general level of health and disability, depending on the availability of body iodine. Students used sauces 
enriched Lamidanom within 2 months of 1 per day (lunch) for 10-20 h (depending on the type of sauce). 
Conducted preventive measures have led to the improvement of children's health, decreased iodine deficiency in 
seniors by 75% while increasing daily excretion of iodine from 40.0 to 132.2 mg / l. Number of acute illnesses 
decreased by (10.2%), increased rates of functional respiratory system (20.9%) and muscle strength (22.3%). 
High was a general capacity, better visual short-term memory. 

Study that drinking 10-20 g sauce provides satisfaction 0.4-0.5 daily needs of the child in iodine, which is from 
50 to 125 mg (depending on the age of the child). Daily requirement for an adult for iodine is 200-250 mcg. 
Accordingly, should increase the portion of sauce and up to 40 - 50 g. 

Contraindications to the use of cream and vegetable sauces Lamidanom virtually absent, except for patients 
with diabetes, obesity and acute diseases of the gastrointestinal tract, pregnant and nursing mother's milk. 
Because pregnant women, especially in the last months of pregnancy is contraindicated spicy dishes or 
condiments, spicy cream sauce recommended to replace other foods fortified Lamidan (cream and peanut sauce, 
fermented milk drinks, pastila products). 

Thus, new cream and vegetable sauces with Lamidanom can be used to prevent iodine deficiency. This 
product has a health effect, because of the high content of minerals, including iodine and selenium, as well as 
dietary fiber and several vitamins. High dietary properties as provided by the presence of sour cream and 
vegetable components - horseradish, mustard, walnuts. It should be noted that the deterioration of physical 
development, health and mental capacity with age, dictates the need for biokorektsiynyh measures in children 
with high school students and adults using cream and vegetable sauces Lamidan. 
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В последние годы в Украине сложилась новая экологическая обстановка: к нитратам и ядохимикатам, 
которые широко применяются в сельском хозяйстве, после аварии на ЧАЭС добавились радионуклиды. В 
связи в этим особую актуальность приобрели задачи связывания и вывода из организма радионуклидов, 
тяжёлых металлов и их солей, а также  продуктов распада вредных веществ, которые попали в организм с 
продуктами питания  и напитками,  обеспечения организма комплексом необходимых нутриентов. 

Единственным относительно чистым источником незаменимых биологически активных компонентов 
питания сегодня является океан. Особое место среди разнообразия морской флоры занимают водоросли. 

Авторским коллективом разработана, запатентована, и  внедрена  в производство  в Одесской области 
современная технология низкотемпературного гидролиза холодостойких  Дальневосточных ламинариевых 
водорослей . позволяющая получить  биогель «Ламідан»®, характеризующийся высокой концентрацией 
содержания макро- и микроэлементов, полисахаридов, натурального белка, полным набором 
незаменимых аминокислот, ценных полиненасыщенных жирных кислот, витаминов. 

«Ламідан»® - натуральный лечебно- профилактический продукт уникального химического состава. 
Содержание в  нём свыше  35% альгината натрия  обеспечивает  свойства эффективного натурального 
энтеросорбента.  

 «Ламідан»®  обогащает питание находящимися в доступной органической форме макро- и 
микроэлементами, очень важными  для процессов нормального обмена веществ (йод, хром, медь, цинк, 
калий, кальций, магний, кремний, железо, селен и др.). Уникальностью продукта  является 
сбалансированность содержания в нём йода и селена: 20 г биогеля достаточно как для поддержания 
необходимого суточного содержания йода, так и суточного содержания селена.  

«Ламідан»®  можно использовать как в натуральном виде, так и в виде добавки  при приготовлении 
различных продуктов специального назначения. 

Совместно с научными сотрудниками Киевского национального торгово-экономического университета 
разработаны и внедрены рецептуры пищевых продуктов с добавками  «Ламідан»® с целью их включения 
в рационы питания населения, проживающего в эндемичных по йоду и радиационно загрязнённых 
территориях.  Разработаны рецептуры россольных сыров, молочных коктейлей, кондитерских изделий 
(мармелад, зефир). На очереди – хлебо-булочные изделия, соки, фруктовые пюре.    

На основании многочисленных клинико – диетологических исследований, проведенных в России и 
Украине,  медики рекомендуют  использовать  «Ламідан»®   в качестве лечебно - профилактического 
питания, особенно в диетотерапии больных сахарным диабетом, с нарушениями обмена веществ, 
заболеваниями крови,  желудочно-кишечного тракта, сердечно-сосудистой системы, опорно – 
двигательного  аппарата, эндокринной системы,  при йодоселенодефицитных состояниях,  для повышения 
выносливости и работоспособности, а также для профилактики онкологических заболеваний и вывода 
радионуклидов при химио- и  лучевой терапии.  
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Chernobyl nuclear catastrophy added radioactive contaminants to the number of common pollutants of 
Ukrainian ecology, such as nitrates and pesticides, widely  used in agriculture. It is essential, therefore, to find 
ways of bonding and extracting radionuclides, heavy metals and their salts out of human organism. It is impotent 
to pro vide people with full complex of nessecary nutrients, and, at the same time, to purify organism from 
hazards caused by contraminated food and drinks. 

The Ocean nowadays is the only relatively pure sourse of irreplacible  bio active nutrition components. Marine 
Algae take a special place among the variety of sea flora. 

The group of authors has developed, patented and introduced into production in Odessa region the modern 
technique of low temperature hydrolysis of cold resistant Laminaria seaweed from the Fast East  of  Russia. This 
is a production know-how  of Lamidan® biogel, the product highly saturated with macro-, microelements,  
unsaturated fatty acids and vitamins. 

Lamidan® is the natural medical and profilactic product of unique chemical composition. It contains more than 
35% of natrium alginate, providing  Lamidan® its unique efficient natural enthral absorption properties.  

Lamidan® enriches food with the vital for normal metabolism, easy to absorb, organic macro-  and 
microelements, such as Iodine, Chromium, Copper, Zinc,  Potassium, Calcium, Manganese, Silicone, Iron, 
Selenium etc. This product’s unique property is a balance of Iodine and Selenium  20 grams of biogel a day is 
enough to provide a daily allowance of both ingredients Iodine and Selenium. 

Lamidan® can be used at it is, as well as a supplement for different kinds of dietetic food. 
Together with fellow scientists  of Kiev National University of Trade and Economics, the authors created 

various recipes of meals with added Lamidan®, to be used in the lodine deficite and radiation polluted areas. The 
authors also created recipes of salted cheeses, milkshakes, marmalade and marshmallow. The range of bread 
and bakery products, juices, fruit puree are the next to be created. 

Based on multiple clinical research in dietology in Russia and Ukraine, doctors recommend to use Lamidan® 
as medical and profilactic nutrient, especially in diet therapy of diabetes, metabolic disorders, blood deseases,  of 
the intestinal, cardio vascular, muscular, skeletal and endocrinal pathologies; it helps to overcome Iodine and 
Selenium insufficiency;  it helps to increase personal endurance and energy level; it helps to prevent cancer 
diseases   and to dispose of radio nuclides and chemical therapy. 
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АНАЛИЗ НОЦИЦЕПТИВНЫХ РЕФЛЕКСОВ КРЫС ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ  
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С целью анализа особенностей защитных рефлексов и поиска оптимального способа применения 4,5-
дихлоризотиазол-3- карбоновая кислота, синтезированная в ИФОХ НАН Беларуси (далее ИТКК), была 
исследована на половозрелых крысах обоих полов (0.25±0.03 кг, n=40).  

 
Латентный период ноцицептивной реакции измеряли с помощью аналгезиметра при температуре 55°С 
(“Hot plate”, Stoelting, США). Для анализа влияния на центральную нервную систему, сопоставляли 
результаты измерения ЛПНР до и после 5 дневного внутрибрюшинного или интраназального введения 
ИТКК.  
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Рис. Латентный период ноцицептивного рефлекса (ЛПНР) у крыс обоих полов до и после интраназального (и/н) или 
внутрибрюшинного (в/б) введения ИТКК  через 30 мин и через 5 суток в дозе 10 мг/мл в объеме 20 мкл или 0,2 мл, 

соответственно. Примечание: * достоверные (P< 0,05) отличия от предварительных измерений (до). 
 
Исследования показали достоверное укорочение ЛПНР после в/б введения ИТКК у самцов крыс. У 

самок крыс только после и/н введения ИТКК развивалась гипералгезия. В целом физиологическое 
действие 4,5-дихлоризотиазол-3- карбоновой кислоты характеризуется растормаживанием висцеро-
соматических ноцицептивных рефлексов. Как продемонстрировано в работе [1] при интраназальной 
аппликации даже такие большие молекулы как липополисахариды, через несколько минут за счет 
аксонального транспорта по волокнам обонятельного нерва оказываются в полости черепа. Результаты 
позволяют сделать вывод, что одним из механизмов наблюдаемых физиологических эффектов при 
введении исследуемых гетероциклических соединений являются центральные точки приложения их 
действия.  
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ANALYSIS OF NOCICEPTIVE REFLEXES OF RATS AFTER INTRODUCTION 4,5-
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To aim analyze the characteristics of defense reflexes and the search for optimal way of use 4,5- 
dichloroisothiazole-3-carboxylic acid (ITCA) which synthesized in IPOC of NAN of Belarus, a study held on the 
sexually mature rats of both sexes (0.25 ± 0.03 kg, n=40). 

 
 Latent period of nociceptive reaction (LPNR) was measured using "Hot plate" (Stoelting, United States) at a 
temperature of 55° C. To analyze the impact on the central nervous system we compared results of LPNR 
measuring before and after 5 days of intraperitoneal or intranasal introduction of ITCA. 
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Fig. Latent period of nociceptive reaction (LPNR) of rats of both sexes before and after intranasal (i/n) or intraperitoneal (i/p) 

administration of ITCA via 30 min and 5 days later at a dose of 10 mg/ml in volume 20 µl or 0.2 ml, respectively. Note: * reliable 
(P < 0.05) differences from measurements (up to). 

 
Studies have shown a reliable shortening LPNR after i/p introductions ITCA in male rats. Only after ITCA i/n 
injection there was a hyperalgesia in females’ rats. The physiological effect of ITCA is characterized by removing 
brake of somato-somatic nociceptive reflexes. As shown in study [1] after intranasal application of even such as 
large molecules like the lipopolysaccharide E.coli by axonal transport on basis of the olfactory nerve fibers a few 
minutes they are detected in the cavity of the skull. The results lead to the conclusion that one of the mechanisms 
of the observed physiological effects of actions heterocyclic compounds studied are the central points. 
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Иммуноглобулины (антитела) являются одними из основных защитных белков организма. От их 

концентрации и активности зависит иммунный статус. Они содержатся в плазме крови и в тканевой 
жидкости у всех млекопитающих. По своей структуре представляют собой гликопротеины — белки, 
связанные с несколькими молекулами углеводов. При этом углеводам (сахарам) в этой «паре» отводится 
немаловажная роль. Они не только регулируют формирование пространственной структуры белковой 
части молекул антител, но и влияют на их активность. В последнее время появляется все больше 
указаний на то, что определенные углеводные молекулы оказывают иммунотропное воздействие на 
организм. Одним из таких сахаров является изомер глюкозы — манноза, которую в перспективе можно 
будет применять в качестве препарата, поддерживающего иммунный статус организма.  

Основная цель работы состояла в исследовании влияния маннозы, введенной в рацион мышей с 
дисбиозом желудочно-кишечного тракта, на иммунную систему и, в частности,  на структуру 
аминокислотной последовательности и углеводной составляющей иммуноглобулинов.  Для решения 
поставленной задачи был разработан метод идентификации смешанных углевод-пептидных структур 
(гликопептидов) с использованием данных масс-спектрометрии высокого разрешения о массе пептидных 
ионов и их фрагментов, полученных непосредственно в масс-спектрометре. 

Фракции иммуноглобулинов были выделены из крови здоровых мышей (P), животных с  искусственной 
инициацией дисбиоза (db), полностью вылеченных после дисбиоза и получавших в процессе лечения 
маннозу (M). Белковые фракции обрабатывались трипсином и анализировались с помощью метода 
матрично-активированной лазерной десорбции/адсорбции времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI-
TOF-MS) с использованием  устройства Microflex (Bruker Daltonics, Germany). 

Поиск проводили по базе данных NCBInr для белков мыши Mus musculus.   
В результате исследования был идентифицирован белковый состав смесей сывороточных 
иммуноглобулинов мыши P, M и db. Кроме набора иммуноглобулинов класса G смеси содержали до 20 
примесных белков иной природы. 

Показано, что качественный состав структур иммуноглобулинов существенно меняется после 
применения маннозной диеты. Наибольшее разнообразие и отличие двух образцов было найдено для 
вариабельных фрагментов легких цепей.  

В образце М достоверно и однозначно идентифицировано десять вариантов легких цепей, не 
обнаруженных в образце Р, тогда как для Р определен только один уникальный вариант,  
не найденный в М.  

Также показано, что при дисбиозе у мышей был нарушен биосинтез сиалированных гликопротеинов, в 
результате чего белки сыворотки, в частности иммуноглобулины, могли обладать меньшей устойчивостью 
и меньшим временем жизни, по сравнению с более сиалированными аналогами, циркулирующими в крови 
здоровых мышей. 

После применения маннозной диеты число сиалированных фрагментов в иммуноглобулиновой 
фракции увеличивается на 48 %, что может свидетельствовать о положительном влиянии маннозы на 
состав антител. 
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Immunoglobulins are the proteins being the basic tools of immune system. Immunoglobulins are called 

antibodies according to their function to specifically connect molecules (antigens), inducing immune response. 
They represent a group of glycoproteins which reside in blood plasma and in an tissue fluid at all mammals. 

Glycoproteins, in their structure, are proteins associated with several carbohydrates molecules. Сarbohydrates 
(sugar) play an important role in this "pair". They not only regulate the dimensional structure formation of the 
protein molecules and antibodies, but also affect the activity of. Lately there is increasing evidence that certain 
carbohydrate molecules have immunotropic influence on an organism. One of these sugars is glucose isomer - 
mannose, which in the future can be used as an agent, supporting the body immune status. 

The main goal of the research was to find out mannose diet influence on immune system of mice with a 
gastrointestinal tract dysbiosis. In particular, it was necessary to investigate influence of mannose in mice forage 
on amino acid sequence structure and a carbohydrate component of antibodies. To resolve the task a method 
was developed for identification of the mixed structures of carbohydrates-peptides (glycoproteins) by means of 
high resolution mass-spectrometry data on mass of peptide ions and their fractions produced directly in mass-
spectrometer. 

Immunoglobulin fractions were extracted from blood of healthy mice (P), untreated mice with artificial 
dysbiosis (db) and mice recovered from dysbiosis with mannose (M) diet. Protein fractions were treated with 
trypsin and analyzed by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass-spectrometry (MALDI-TOF-
MS) using a Microflex device (Bruker Daltonics, Germany). 

Search was made in NCBInr database for Mus musculus mouse proteins. In the samples received from 
healthy mice (P) and the mice cured with addition in a diet mannose (M) a wide variety of class G antibodies was 
revealed. In addition to a set of immunoglobulin G mixtures contained up to 20 admixture proteins of different 
nature. 

The greatest variety and difference of the two samples has been found for variable fragments of light chains. 
According to the resulting data, the sample of M contains more various versions of structures of light chains than 
the sample from healthy mice P. 

10 versions of the light chains were reliably identified in the sample M which have not been detected in sample 
P, whereas for P one unique version was found that has not been detected in M.  

It also shows, that biosynthesis of sialized glycoprotein has been broken for P, resulting in serum protein (in 
particular antibodies) possibly being less stable and having shorter life, in comparison with more sialized 
analogues circulating in the blood of healthy mice.  

The number sialized fragments in antibody fraction has increased by 48% for mice after mannose ration which 
can be an evidence of an increase of resistance to serum protein clearance. 
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Ключовою функцією інсулінового рецептора (ІР) є реалізація метаболічних ефектів інсуліну [1]. 
Достовірно відомо, що зменшення активності ІР є причиною зниження чутливості периферичних тканин 
до дії інсуліну, що, у свою чергу, є основним фактором розвитку інсуліннезалежної форми цукрового 
діабету [2]. Тому, пошук активаторів ІР є актуальним і перспективним напрямком розробки нових більш 
ефективних антидіабетичних агентів. 

Метою роботи було проаналізувати влив новосинтезованих хімічних сполук на активність 
інсулінового рецептора, виділеного з мембран клітин печінки щурів. 

Інсуліновий рецептор виділяли з мембран клітин печінки здорових щурів, масою 230-250 г, за 
допомогою методу афінної хроматографії на колонці з інсулін-сефарозою [3]. Тирозинпротеїнкіназну 
(ТК) активність ІР визначали методом імунно-ферментного аналізу з використанням синтетичного 
тирозинкіназного субстрату Poly(Glu, Tyr) 4:1 (Sigma, США) та моноклональних анти-фосфотирозинових 
антитіл, коньюгованих з перексидазою хрону (Sigma, США).  

Було проведено пошук можливих ефекторів ІР серед синтетичних похідних хроману. 
Представники даного класу кисневмісних гетероциклів широко представлені у рослинному світі, 
характеризуються високою біологічною активністю та часто застосовуються в медичній практиці. Було 
синтезовано 15 нових низькомолекулярних сполук, що за своєю природою є похідними 3,4-дигидро-4-
оксо-6-фтор-2н-хроман-2-карбоксилату, що відрізняються між собою радикалами у кільці хроману.  
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Досліджувані сполуки розчиняли у 100 % диметилсульфоксиді, а для подальшого їх розведення 

використовували дистильовану воду. Кінцеві концентрації речовин, дію яких вивчали, складали: 1 мкМ, 
10 мкМ, 50 мкМ та 100 мкМ – за відсутності та у присутності 10 нМ інсуліну. Вплив досліджуваних 
сполук оцінювали, порівнюючи їх здатність індукувати ТК активність ІР із здатністю активувати рецептор 
його природнім лігандом – інсуліном. 

Було показано, що серед досліджуваних речовин особливою ефективністю відрізнялися лише дві: 
метил-(3Z)-3-{[4-(3-хлорфенілен)піперазин-1-іл]метилен}-6-фторо-4-оксо хроман-2-карбоксилат та 
метил-(3Z)-6-фторо-4-оксо-3-[(4-піридин-2-ілпіперазин-1-іл)метилен]хроман-2-карбоксилат. Цікаво, що 
їх здатність активувати ІР проявлялася як за відсутності, так і у присутності інсуліну. Встановлено, що 
ефективність першої, за низьких концентрацій (1-10 мкМ) була подібною до ефективності інсуліну, тоді 
як за умов вищої концентрації даної сполуки ТК активність ІР зростала більше ніж у 2,5 рази, що на 
100% ефективніше за дію інсуліну.   

Цікаво, що при поєднанні даної сполуки у концентрації 100 мкМ з інсуліном спостерігалось 
підсилення ефекту гормону на 53%. Друга сполука: метил-(3Z)-6-фторо-4-оксо-3-[(4-піридин-2-
ілпіперазин-1-іл)метилен]хроман-2-карбоксилат за відсутності інсуліну показала обернений 
дозозалежний ефект на  ТК активність ІР – зростання даного показника на 105 та 74% при відповідних 
концентраціях сполуки 1 та 10 мкМ. Сила активації ТК активності ІР залишалася на рівні 
інсулінстимульованої при дії сполуки, концентрацією в 50 мкМ. Цікаво, що в поєднанні з інсуліном  дана 
сполука проявила себе лише при концентрації 10 мкМ – збільшуючи інсулін-стимульовану ТПК-азну 
активність на 189%, порівняно з активаційною здатністю лише гормону. 

Отже, дві з п’яти досліджуваних сполук можна позиціонувати як активаторами інсулінового 
рецептора так і сенсибілізаторами гормону інсуліну, що вказує на доцільність подальших досліджень їх 
впливу на сигнальний каскад інсулінового рецептора. 
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A key function of the insulin receptor (IR) is the implementation of the metabolic effects of insulin [1]. It is 
known that impaired activity of IR results in decreasing sensitivity of peripheral tissues to insulin, which in turn is 
the major factor in development of insulin-dependent diabetes mellitus [2]. Therefore, search of IR activators is 
relevant and promising way to develop new more effective antidiabetic agents. 

The aim of the study was to analyze the influence of novel chemical compounds on tyrosine kinase (ТК) 
activity of insulin receptor from membranes of rat liver cells. 

IR was purified from liver membranes of normal adult rats weighing 230-250g by affinity chromatography on 
insulin-Sepharose column [3]. IRTK activity was determined by the ELISA technique using the artificial substrate 
poly(Glu,Tyr)4:1 and anti-phosphotyrosine antibody, conjugated with HRP according to standard methodology. 

Searching of possible IR effectors among synthetic chroman derivatives was conducted. The members of the 
class of oxygen-containing heterocyclic compounds are widely represented in the plant world, possess high 
biological activity and are often used in medical practice. It was synthesized fifteen new low molecular weight 
compounds, which are derivatives of 3,4-dihydro-4-oxo-6-fluorine-2H-chromane-2-carboxylate and differed by 
substitution on the chroman ring. 

O

F

O

COOMe O

F

O N
MeMe

COOMe
DMFDMA

DMF

X

N

O

F

O

COOMe

N

X

O

F

O

COOMe

NH
Ar(Het)

O

F

O

COOMe

NH
Alk

1 2

4 53

AlkNH2 Ar(Het)NH2

 
 

Compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide and diluted in distilled water just prior to use. For 
determination of the effect of test compounds on ТК activity, equal amounts of purified IR were incubated with a 
series of compounds (10 µM, 50 µM and 100 µM) alone or with insulin (10 nM). The effect of studied compounds 
was evaluated by comparing their ability to induce the tyrosine kinase activity of insulin receptor with  ability of its 
natural ligand - insulin. 

It was shown that only two of studied compounds: methyl-(3Z)-3-{[4-(3-chlorophenyl)piperazine-1-
yl]methylene}-6-fluorine-4-oxo chromane-2-carboxylate and methyl-(3Z)-6-fluorine-4-oxo-3-[(4-pyridine-2-yl 
piperazine-1-yl)methylene]chromane-2-carboxylate differed with especially efficiency. It is interesting that their 
highest ability to potentiate activity of IR was shown both in the absence and in the presence of insulin. It was 
found that the efficiency of the first compound was similar to the efficiency of insulin under low concentrations (1-
10 µM). Whereas under higher concentration of this compound IRTK activity increased more than 2.5 times 
(100% more effective than insulin). 

Interesting that the combination of this compound (100 mM) with insulin enhanced the hormone effect by 53%. 
The second compound: methyl-(3Z)-6-fluorine-4-oxo-3-[(4-pyridine-2-yl piperazine-1-yl)methylene]chromane-2-
carboxylate showed the reverse dose-dependent effect on IR - increasing of TK activity by 105 and 74% at 
appropriate concentrations of compound (1 µM and 10 µM) in the absence of insulin. In the presence of this 
compound (50 µM) tyrosine kinase activity was at the level of activity under influence of hormone. Combination of 
compound (10 µM) with insulin increased insulin-stimulated tyrosine kinase activity by 189% compared to the 
activation ability of insulin alone. 

Thus, two of the five studied molecules can be used as activators of insulin receptor as the insulin sensitizers, 
indicating expediency of of further studies of their effects on insulin receptor signaling cascade. 
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Обнаружено уникальное свойство некоторых природных веществ в одной и той же дозе приводить в 

пределы нормы функционирование иммунной и эндокринной систем, независимо от знака их 
патологического отклонения. То есть, одинаковая доза нормализует как гипофункцию, так и 
гиперфурнкцию органа или системы. Одновременное регулирующее воздействие на связанные между 
собой иммунную и эндокринную системы имеет следствием нормализацию гомеостаза и включение 
защитных сил организма в борьбу с тяжелыми иммунодефицитными, аутоиммунными, гормональными 
расстройствами и хроническими инфекциями. В качестве регулятора иммунитета выступает моноглюкозид 
сирингарезинола (1), продуцируемый суспензионной культурой особого штамма клеток растения 
Scorzonera hispanica L . Регулятор гормонального баланса – это комплекс веществ из надземной части 
растения Aconitum baicalense Turcz. ex Repaics (и из суспензионной культуры клеток этого растения), в 
который входят алкалоид зонгорин (2) и на сегодня не выясненные неполярные ингредиенты.  
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Регулятор иммунитета 1 используется в виде внутримышечных инъекций в нанограммовых дозах. Как 

клеточный, так и гуморальный отделы иммунной системы подвержены регулирующему действию этого  
вещества. 

Для нормализации гормонального статуса применялась стандартизированная водно-спиртовая 
настойка надземной части указанного растения перорально. Эффект, по нашему мнению, достигается 
посредством воздействия на гипоталамо-гипофизарную систему. Об этом косвенно свидетельствуют 
нормализация синтеза пролактина (продуцируется непосредственно гипофизом), воздействие на 
терморегуляцию и некоторые другие функции, управляемые гипоталамусом, а также отмеченный 
лечебный эффект при гипоталамическом синдроме. 

Исследование описываемых средств на экспериментальных моделях не всегда давало хорошие 
результаты. Как уже утверждалось[1], потенциал регуляторов гомеостаза  можно адекватно оценить 
только на человеке, что и было сделано на неизлечимо больных добровольцах. Сочетанное применение 
двух регуляторов позволяет осуществлять лечение терминальных стадий злокачественных опухолей без 
химиотерапии, хронических инфекций  без антибиотиков, гормональных расстройств без гормонов и их 
антиметаболитов, иммунодефицитных и аутоиммунных болезней  без иммуностимуляторов и 
супрессоров, хронических вирусных инфекций  без противовирусных препаратов.  Кроме того, 
осуществляется преодоление основной беды лекарственного лечения  побочного действия лекарств. 
Описываемые вещества в терапевтических дозах не токсичны, применяются в нанограммовых дозах и 
поэтому не показывают побочных эффектов. 

Мы полагаем, что высоко эффективные в лечебном плане регуляторы гомеостаза можно найти и среди 
других объектов живой природы, если руководствоваться предложенным подходом. То есть, уйти от 
традиционных схем скрининга биологически активных веществ, а пользуясь разнородными намеками (в 
основном из народной медицины), подымать полученные сведения на уровень современной науки.  
Например, задавшись целью найти более эффективный и безопасный, чем существующие,  способ 
лечения гепатита С, мы обнаружили народного лекаря, который успешно применял для этой цели траву 
копеечника щетинистого. Экстракты из этого растения совершенно не показывали противовирусного 
действия, но стимулировали подавленный цитотоксинами гуморальный иммунитет. Таким стимулятором 
оказалась смесь эфиров фталевой кислоты. И действительно, клинические исследования показали, что 
раствор фталевых эфиров в оливковом масле, даваемый сублингвально – эффективное, дешевое и 
безопасное средство избавления от вируса гепатита С. 
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There was identified a unique ability of one and the same dose of some natural substances to bring within the 

range of norm functioning of immune and endocrine systems, regardless of the sign of their pathological 
deviation.  That is, one and the same dose normalizes both hypo- and hyper-function of the organ or system. 
Simultaneous regulating impact on interconnected immune and endocrine systems results in normalization of 
homeostasis and inclusion of the organism protective forces into struggle with heavy immune-deficit, auto-
immune and hormonal disturbances and chronic infections. Siringarezinol monoglucoside  (1) produced by 
suspense cultivar of a particular strain of Scorzonera hispanica L. Hormonal balance regulator is a complex of 
substances from the above ground part of  Aconitum baicalense Turcz. ex Repaics (and from suspense cultivar of 
this plant cells), which incorporates alkaloid zongorin (2) and currently unidentified non-polar ingredients.  
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Immunity regulator 1 is used in the form of intramuscular injections in nanogram doses. Both cellular and 

humoral sections of immune system are subject to regulating influence of this substance. 
Standartized aqueous-alcoholic tincture of the above ground part of the plant was used per os to normalize 

hormonal status. In our view, the result is due to the influence on  
hypothalamo-pituitary system. This is indirectly proven by normalization of prolactin synthesis (produced by 
pituitary gland), influence on thermo-regulation and some other functions controlled by pituitary gland, as well as 
the identified curative effect in case of diencephalic syndrome. 

Investigation of the substances described on experimental models did not always produce good results. As 
stated [1], the potential of homeostasis regulators may be adequately evaluated only on human beings, which 
was performed with volunteers - incurable patients. Combined application of two regulators allows to treat 
terminal stages of malignant tumors without chemo-therapy, chronic infections – without antibiotics, hormonal 
disturbances – without hormones and their antimetabolites, immunodeficient and auto-immune diseases – without 
immunostimulators and suppressors, chronic viral infections - without anti-viral preparations. Besides, the major 
challenge of medicinal treatment – side effects – are overcome. The substances described are non-toxic in 
therapeutic doses, are used in nanogram doses and thus do not produce side effects. 

We believe that highly effective homeostasis regulators may be found among other objects of nature, with the 
approach suggested applied. Тhat means to reject traditional schemes of biologically active substances screening 
and to interpret diverse implications (mainly based on folk medicine), thus raising the data acquired to the level of 
modern science. For example, aiming to find a more safe and efficient than those currently applied approach to 
treating hepatitis C we came across a folk healer, who successfully used for this purpose the herb of Hedysarum 
setigerum Turcz. ex Fisch. Et Meyer. Extracts from this plant did not show any anti-viral activity, but stimulated 
humoral immunity suppressed by cyto-toxins. A mixture of phtalic acid esters appeared such a stimulator. Indeed, 
clinical research demonstrated that phtalic esthers solution in olive oil received sublingually is an efficient, cheap 
and safe means to get rid of hepatitis C virus.  
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Радиация способствует возникновению глубоких патологических изменений в организме и наиболее 

чувствительных и важных в жизнеобеспечении физиологических систем, и в том числе в крови. С точки 
зрения функциональной оценки основное значение придается количественным характеристикам крови - 
числу эритроцитов, лейкоцитов, определению гемоглобина, скорости оседания эритроцитов. 

Лечебное действие экстрактов растений обусловлено не одним действующим веществом, а всем 
комплексом биологически активных веществ, содержащихся в исходном растительном сырье. Важно, 
чтобы получаемый экстракт стабильно сохранял биологическую активность исходного растительного 
сырья.  

Цель настоящей работы – оценить радиозащитное действие экстрактов полученных из растительного 
сбора, состоящего из ромашки лекарственной (Matricaria recutita), зверобоя удлинённого или вытянутого 
(Hypericum elongatum) и тмина обыкновенного (Carum carvi).  

В экспериментах использовали половозрелых крыс обоих полов линии Wistar в возрасте 5 месяцев, 
средней массой 160-180 грамм. Животные были разделены на три группы: интактные (контроль без 
воздействия), подверженные ионизирующей радиации и животные, получившие 5мл 0,1% раствор 
экстракта растительного сбора перед облучением. Облучения проводили в аппарате RUM-17, сила дозы 
0,86  Грей/сек, общая доза - 7 Грей. Были проанализированы количественные показатели крови – РОЭ 
мм/с, объём гемоглобина мг/%, время свертывания крови, количество эритроцитов и лейкоцитов в 1мм3 – 
у животных после 24 часового спокойного состояния. Также оценивали общее состояние животных, 
фиксировали  время  гибели животных  с  момента введения экстракта во всех наблюдаемых группах. 

Применение летальных доз  ионизирующей радиации в контрольной группе способствовал 
развитию  морфофункциональной недостаточности всего состава крови осложненного повреждением 
ряда жизненно важных органов и систем, что приводило к заметной летальности. В контрольной серии не 
наблюдали, каких либо случаев гибели животных за период наблюдения.  

Было обнаружено, что под воздействием ионизирующей радиации скорость оседания эритроцитов 
крови животных значительно уменьшается [1, 2]. Наряду с этим выявлено, что у облученных животных 
время свертывания крови увеличилось. У группы животных, получившим экстракт растительного сбора, 
состоящего из ромашки лекарственной, зверобоя вытянутого и тмина обыкновенного до облучения в 
летальной дозе, частично нормализуется скорость оседания эритроцитов и свертывания крови, при этом 
сохраняется гомеостаз крови.  

 
Работа выполнена при поддержке гранта STCU (проект № 5026).  
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Radiation promote deep pathological changes in the organism and in the most sensitive and critical life 

support physiological systems, including blood. From the point of view of functional assessment main significance 
is attached on the quantitative characteristics of blood - the number of red blood cells, white blood cells, 
hemoglobin, erythrocyte sedimentation rate. 

The therapeutic effect of plant extracts is not caused by one active substance, but by the whole complex of 
biologically active substances contained in the original plant material. It is important that the extracts consistently 
maintained the biological activity of the original plant material. 

The purpose of this paper - to assess the radioprotective effect of extracts obtained from the plant collection, 
consisting of chamomile (Matricaria recutita), St. John's wort elongated or stretched (Hypericum elongatum) and 
caraway (Carum carvi). 

In the experiments, there were used adult rats of both sexes of Wistar line aged 5 months, the average weight 
of 160-180 grams. Animals were divided into three groups: intact (control without influence) exposed to ionizing 
radiation, animals receiving 5 ml of 0,1% solution of plant collection extract before irradiation. Irradiation was 
carried out in the apparatus RUM-17, the strength of the dose 0.86 Gray/sec, the total dose - 7 Gray. There were 
analyzed quantitative indicators of blood - ESR mm/s, the amount of hemoglobin mg/%, the clotting time of blood, 
amount of red blood cells and white blood cells in 1mm3 of blood in animals after 24 hours of rest. Also there were 
assessed the general condition of the animals, and there were fixed death time of animals since the introduction 
of the extract in the all observed groups. 

The use of lethal doses of ionizing radiation in the control group contributed to the development of the 
morphological and functional deficiency of the whole  composition of blood complicated by injury of a number of 
vital organs and systems, which led to a significant mortality. In the control series there were not observed any 
cases of animal deaths during the observation period. 

It was found that under the influence of ionizing radiation erythrocyte sedimentation rate of blood of animals is 
considerably reduced [1, 2]. Along with this there were revealed that blood clotting time increased in the irradiated 
animals. In the group of animals that received the extract of plant collection, consisting of chamomile, St. John's 
wort and caraway before the irradiation at a lethal dose, partly normalized erythrocyte sedimentation rate and 
blood clotting while maintaining the homeostasis of blood. 

This work was supported by a grant STCU (project number 5026). 
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Современным подходом при искусственном вскармливании детей грудного возраста c аллергией 
различной степени тяжести к белкам коровьего молока и сои, риском развития пищевой аллергии, 
тяжелыми нарушениями функций пищеварения различного генеза является использование 
адаптированных смесей на основе гидролизированных белков. Считается, что пептиды с молекулярной 
массой 3-6 кДа уже не проявляют аллергеных свойств и легко усваиваются детским организмом [1-3]. За 
рубежом активно разрабатывают и выпускают такие смеси – «Фрисолак Гипоаллергенный», «Нутрилон 
Пепти Аллергия», «Нутрилон Пепти Гастро», «Детская смесь НАН (NAN) ГА 1 гипоаллергенный» и др. 
Однако, в условиях острой необходимости таких диетических смесей, на украинском рынке присутствуют 
только импортные продукты высокой стоимости, а выпуск отечественных гипоаллергенных смесей 
отсутствует.  

Институтом технической теплофизика НАН Украины совместно с ГУ «Институт педиатрии, акушерства 
и гинекологии НАМН Украины» в рамках программы «Дети Украины» разработана новая отечественная 
технология гипоаллергенных (ГА) смесей на основе гидролизованных белков: «Малютка ГА», «Малютка 
ГА безлактозная», «Малютка ГА бифидогенная», предназначенные для детей первого года жизни. 

Благодаря многочисленным исследованиям процесса ферментативного гидролиза белков 
растительного и животного происхождения с использованием комплекса протеолитических ферментов 
разработали щядящие биотехнологические приемы, позволяющие получать высокую степень гидролиза 
белков в зависимости от условий наработки – 70-80%, а при необходимости – до 90%. При этом пептидная 
часть имеет молекулярную массу от 3 до 5 кДа, а аминокислотная формула приближена к формуле 
женского молока, что позволяет снизить аллергенность, повысить  биологическую ценность и усвояемость 
смеси «Малютка ГА». 

Жировой компонент смесей нового продукта состоит из смеси растительных масел в количестве, 
обеспечивающем оптимальное соотношение эссенциальных полиненасыщенных жирных кислот (омега-
3:омега-6)  1:10, которое улучшает усвоение и обмен липидов. Углеводные компоненты продукта 
представлены лактозой, мальтодекстрином и кукурузным модифицированным крахмалом в качестве 
стабилизатора. В рецептуру смесей «Малютка ГА бифидогенная» дополнительно введен концентрат 
лактулозы, как пребиотический фактор. Смеси также обогащены биологически активными веществами, 
незаменимыми для детей грудного возраста – таурином, L-карнитином, холином и инозитолом.  

Энергетическая ценность 100 г сухой смеси – 2185,1 кДж, энергетическая ценность 100 г 
восстановленной смеси – 273,2 кДж. Осмолярность 100 мл «Малютки ГА» – 280...300 мОсм/л.   

Состав сухих адаптированных смесей с гидролизованным белком «Малютка ГА» 
Компоненты “Малютка ГА”,

г в 100 г сухой смеси 
“Малютка ГА 

с лактулозою”, 
г в 100 г сухой смеси

«Малютка ГА 
безлактозная», 
г в 100 г сухой смеси

Белок: 12,80 12,80 12,80 
Жиры, в т.ч.: 
линолевая кислота 
линоленовая кислота 

27,90
14,54 
1,47 

27,90
14,54 
1,47 

27,90 
14,54 
1,47 

Углеводы, в т.ч. 
мальтодекстрин 
лактоза 
крахмал 
лактулоза 

54,80
6,62 

38,23 
9,95 

54,80
6,04 

38,23 
9,95 
0,58

54,80 
44,85 

- 
9,95 

- 
Витамины 0,141-0,197 0,141-0,197 0,141-0,197
Минеральные 

вещества 
1,27-1,61 1,27-1,61 1,27-1,61

Влажность 2,7-3,1 2,7-3,1 2,7-3,1 

Результаты медико-биологических исследований, проведенных в ГУ «Институт педиатрии, акушерства 
и гинекологии» АМН Украины показали:  высокий терапевтический эффект продукта, что позволяет 
добиться стойкой клинической ремиссии у 93 % детей; - благодаря приятному сладковатому с легкой 
горчинкой вкусу, адаптация к продукту происходит легко и без негативных реакций [4]. 

Разработанная технология нового продукта прошла успешные промышленные испытания на ОАО 
«Хорольский молококонсервный комбинат детских продуктов». По технико-экономическим расчетам, 
себестоимость сухой гипоаллергенной смеси «Малютка ГА» в 2-2,5 раза ниже зарубежных аналогов. 
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The current approach in the artificial feeding of infants who have allergy to proteins of cow milk and soy, risk of 

food allergies, serious violations of the digestion of various origins refers to the use of adapted mixes based on 
hydrolyzed proteins. It is considered that peptides having a molecular weight of 3-6 kDa are already not allergic 
and easily absorbed by child’s organism [1-3]. Hypoallergenic mixtures are actively developed and produced 
abroad, f.e. "Frisolak Allergy", "Nutrilon Pepti Allergy", "Nutrilon Pepti Gastro", "Infant formula NAN GA 1 
hypoallergenic", etc. However, in urgent need of such dietary compounds, there are only import products of high 
cost at the Ukrainian market, and domestic production of the hypoallergenic blends is not available. 

Institute of engineering thermophisics of National Academy of Sciences of Ukraine and the State Institution 
"Institute of Pediatrics, Obstetrics and Gynecology, National Academy of Medical Sciences of Ukraine" within the 
program "Children of Ukraine" have developed a new domestic technology of hypoallergenic (HA) mixtures with 
hydrolysed protein: "Malyutka HA", "Malyutka HA lactose-free" and " Malyutka HA bifidogenous" for children of the 
first year of life. 

Numerous studies of the enzymatic hydrolysis of plant and animal proteins with the use of a complex of 
proteolytic enzymes, allowed to work out benign biotechnological techniques in order to achieve a high degree of 
protein hydrolysis, depending on conditions of use - 70-80%, and if it is necessary - to 90%. Meanwhile the 
peptide part has a molecular weight from 3 to 5 kDa and the aminoacid formula is approximated to the breast milk 
formula, that reduces the allergenicity, increases bioavailability and absorption of a mixture of "Malyutka HA". 

The oil component of the product contains a mix of vegetable oils in an qualtity which is able to provide the 
optimal ratio of essential fatty acids (omega-3: omega-6 1:10) – it improves digestion and lipid metabolism. 

Carbohydrate components of the product аre lactose, maltodextrin and corn modified starch as a stabilizer. 
Mixtures "Malyutka HA bifidogenic" additionally contain lactulose concentrate as prebiotic factor. 

The mixtures enriched with biologically active substances, essential for infants - taurine, L-carnitine, choline 
and inositol. 

Energy value of 100 g of dry mixture - 2185.1 kJ, energy content of 100 g of the recovered mixture - 273.2 kJ. 
Osmolarity of 100 ml of "Malyutka HA" – 280-300 mOsm/l. 

 
The composition of dry adapted mixtures with hydrolysed protein "Malyutka HA" 

Components “Маlyutka HА”,
g/100 g dry mixture 

“Маlyutka HА
bifidogenous”, 

g/100 g dry mixture  

«Маlyutka HA 
lactose-free», 

g/100 g dry mixture 

Proteins: 12,80 12,80 12,80 
Fats, including: 
linoleic acid 
linolenic acid 

27,90
14,54 
1,47 

27,90
14,54 
1,47 

27,90 
14,54 
1,47 

Carbohydrates, including: 
  maltodextrin 
  lactose 
  starch 
  lactulose 

54,80
6,62 

38,23 
9,95 

 

54,80
6,04 

38,23 
9,95 
0,58

54,80 
44,85 

- 
9,95 

- 
Vitamins 0,141-0,197 0,141-0,197 0,141-0,197
Мinerals 1,27-1,61 1,27-1,61 1,27-1,61 
Moisture 2,7-3,1 2,7-3,1 2,7-3,1 

The results of biomedical procedures were conducted in the State Institution "Institute of Pediatrics, Obstetrics 
and Gynecology of NAMS of Ukraine" showed: - a high therapeutic effect of the product, which allows to achieve 
clinical remission in 93% of children;  the product has pleasant sweet taste with slight bitterness and is easily 
adapted to without any negative reactions [4]. 

The developed technology of a new product has been successfully tested at Khorol food factory of children's 
products. Technical and economic calculations show that a cost of the dry hypoallergenic mixture "Malyutka HA" 
is 2-2.5 times lower than the ones  of foreign analogues. 
References: 
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Исследования последних десятилетий свидетельствуют о значительном снижении качества спермы 

мужчин и их фертильности. Около 50% фиксируемых клинически случаев бесплодия относят на счет 
именно партнеров мужского пола. Мужская репродуктивная функция может подвергаться вредным 
воздействиям в результате поступления в организм ксенобиотиков - репродуктивных токсикантов из 
окружающей среды, профессионального окружения, а также в результате вредных привычек 
(табакокурения) или химиотерапии. Все большее значение приобретает проблема исследования 
биологически активных веществ, как средств профилактики отрицательного влияния ксенобиотиков на 
мужские гонады. Ранее нами в экспериментах на белых крысах было показано отрицательное действие 
комбинации противотуберкулёзных препаратов (этамбутола, изониазида, рифампицина и пиразинамида) 
на мужскую репродуктивную функцию. За метаболизм вышеуказанных препаратов отвечают изоферменты 
цитохрома Р-450 (CYP2Е1, CYP2С9, CYP2С19 и CYP3А4).  

Целью данного исследования было определение эффективности веществ регулирующих процессы 
метилирования и транссульфирования (метионина и оригинальной композиции биологически активных 
веществ -"Метовитан", содержащей метионин, тиамин, никотинамид, α-токоферола ацетат и соль цинка.), 
как средств профилактики гонадотоксического действия комбинации вышеуказанных 
противотуберкулёзных препаратов. 

 Для исследований использовали самцов крыс линии Вистар (Rattus norvegicus) с начальной массой 
тела 150-170 г, в возрасте 10-12 недель. Животные были разделены на 4 группы: контроль, введение 
противотуберкулезных препаратов, введение противотуберкулезных препаратов+метионин, введение 
противотуберкулезных препаратов+"Метовитан". Противотуберкулезные средства вводили животным на 
протяжении 2-х месяцев в терапевтических дозах, которые были рассчитаны исходя из коэффициента 
видовой чувствительности. Метионин и "Метовитан" вводили внутрижелудочно каждую последнюю 
неделю месяца, ежедневно в дозе 50 мг /кг. 

Нами было изучено влияние исследуемых препаратов на уровень экспрессии мРНК CYP2E1, CYP2C23 
(ортолог CYP2C9 и 2C19) и CYP3A2 (ортолог CYP3A4) в семенниках крыс методом обратно-
транскриптазной полимеразной реакции. Параллельно с этим были оценены показатели, 
характеризующие структурно-функциональное состояние семенников. Продемонстрировано значительное 
повышение экспрессии мРНК CYP2E1, CYP3A и CYP2C в семенниках после совместного введения 
этамбутола, изониазида, рифампицина и пиразинамида. Наличие индуцибельных изоформ цитохрома 
Р450 в семенниках может иметь вклад в продукцию токсических метаболитов и активных форм кислорода, 
повреждающих различные структуры гонад. Нами было выявлено существенное усиление процессов 
липопереокисления в семенниках. Такие изменения сопровождались снижением количества 
сперматозоидов в суспензии из хвостовой части эпидидимиса и морфологическими нарушениями в 
сперматогенном эпителии - снижение индекса сперматогенеза, числа сперматогоний и клеток в 12-ой 
стадии мейоза, возрастание случаев десквамации сперматогенного эпителия. В некоторых семенных 
канальцах были выявлены гигантские многоядерные клетки, что может свидетельствовать о 
дегенеративных изменениях в семенниках. В тестикулах крыс, которым вводили противотуберкулёзные 
препараты, семенные канальцы располагались неравномерно, наблюдали дезорганизацию клеточных 
слоев и участки с отсутствием половых клеток, вероятно, вследствие клеточной гибели. При введении 
"Метовитана" на фоне применения противотуберкулезных средств экспрессия мРНК цитохромов Р450 
(СYР3А2, СYР2С23, СYР2Е1) в семенниках крыс оставалась на уровне контроля. Способность 
"Метовитана" корректировать данные показатели оказалась выше, чем у метионина. Очевидно, что 
ингибирующее влияние "Метовитана" на изоформы цитохрома Р450 2Е1 и 3А2 привело к снижению 
уровня неферментативного липопереокисления в семенниках крыс на 60% и коррекции 
морфометрических показателей сперматогенного эпителия, что сопровождалось возрастанием 
количества сперматозоидов в 2 раза. 

Сравнительное исследование гонадопротекторного действия метионина и "Метовитана" обнаружило 
более высокую эффективность последнего, вероятно, за счет его составляющих, способствующих 
оптимизации обмена метионина и коррекции нарушений метаболизма. Полученные результаты 
обосновывают возможность профилактики гонадотоксических эффектов противотуберкулезных 
препаратов путем применения веществ, способных корректировать процессы трансметилирования и 
транссульфирования.  
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Recent studies demonstrate a significant reduction in sperm quality and fertility of men. About 50% of 
recorded clinical cases of infertility are attributed to the male partner. Male reproductive function could be 
damaged following of xenobiotics exposure - reproductive toxicants from the environment, professional 
occupation, and as a result of bad habits (smoking) or chemotherapy. The problem of biologically active 
substances as remedies for preventing of the negative xenobiotics effects at male gonads is becoming 
increasingly important. We have reported previously the occurrence of negative effect of antituberculosis (anti-TB) 
drugs (ethambutol, isoniazid, rifampicin and pyrazinamide) co-administration on male reproductive function in 
experiments with albino rats using. Cytocromes P450 (CYP2Е1, CYP2С9, CYP2С19 and CYP3А4) are 
responsible for metabolizing of above mentioned drugs. 

The aim of the current study was to determine the efficacy of substances regulating the processes of 
transmethylation and transsulfuration (methionine and original composition of biologically active substances - 
"Metovitan" containing methionine, thiamine, nicotinamide, α-tocopherol acetate and zinc salt.) as remedies for 
anti-TB drugs gonadotoxic action preventing.  Male Wistar rats (Rattus norvegicus) with an initial body weight 
150-170 g, aged 10-12 weeks were used for studies. The animals were divided into 4 groups: control, the anti-TB 
drugs administration, the anti-TB drugs administration + methionine, the anti-TB drugs administration + 
"Metovitan." Anti-TB drugs were administered to the animals for 2 months at therapeutic doses taking into 
account interspecies sensitiveness coefficient. Methionine and "Metovitan" were administered intragastrically 
every last week of the month, daily at a dose of 50 mg / kg.  

The effects of the studied drugs on the level of mRNA expression of CYP2E1, CYP2C23 (ortholog of CYP2C9 
and 2C19) and CYP3A2 (ortholog of CYP3A4) in the rats testes were evaluated with using of reverse 
transcriptase polymerase chain reaction. Indicators of structural and functional state of the testes were assessed 
parallel. Significant increase of CYP2E1, CYP3A and CYP2C mRNA expression in the testes was demonstrated 
after ethambutol, isoniazid, rifampicin and pyrazinamide co-administration. The presence of inducible cytochrome 
P450 isoforms in the testes could have contribution to the production of toxic metabolites and reactive oxygen 
species that damage the various structures of the gonads. We found a considerable increase of lipid peroxidation 
processes in the testes. Such changes were accompanied with a reduction of sperm count in suspension from 
caudal part of epididymis and morphological abnormalities in the spermatogenic epithelium – the decrease of 
index of spermatogenesis and the number of spermatogonia, and cells in the 12th stage of meiosis, the increase 
of cases of seminiferous epithelium desquamation. In some seminiferous tubules were identified giant 
multinuclear cells, which may indicate degenerative changes in the testes. Seminiferous tubules located 
irregularly, disorganization of cell layers and areas with a lack of germ cells (probably due to cell death) were fixed 
in the testes of rats with anti-TB drugs administration. Following "Metovitan" administration cytochrome P450 
(CYP3A2, CYP2C23, CYP2E1) mRNA expression in the testes of anti-TB drugs-exposed rats was remained at 
the level of control group. The ability of "Metovitan" to correct these indices was higher than that of methionine. It 
is evident that the inhibitory effect of "Metovitan" on cytochrome P450 2E1 and 3A2 isoforms led to enzymatic 
lipid peroxidation levels reducing in the testes of rats by 60% and the correction of seminiferous epithelium 
morphometric parameters, which were accompanied by sperm count increase in  2 times.  

Comparative study of the gonadoprotective action of methionine and "Metovitan" shown a higher efficiency of 
the last, probably due to its components that help to optimize methionine metabolism and compensate metabolic 
disorders. The findings substantiate the possibility of anti-TB drugs gonadotoxic effects prevention using 
substances that can correct the processes of transmethylation and transsulfuration. 
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Абдоминальное ожирение в настоящее время представляет собой настоящую проблему во сех 

странах мира, т.к. оно встречается во все более молодом возрасте. Особенно опасен такой тип ожирения 
как висцеральный, при котором жир откладывается в брюшной полости вокруг внутренних органов. 
Следствием такого ожирения является атеросклероз, инфаркт миокарда, инсульт, сахарный диабет 
второго типа, гипертония. Ранее нами было показано, что 20-ти недельное пребывание крыс на 
высококалорийной диете приводит к развитию неалкогольной жировой болезни печени, которая тесно 
коррелировала с висцеральным ожирением и инсулинорезистентностью. Принимая во внимание 
известный факт о том, что гепатоциты богаты митохондриями, исследователи предположили, что 
митохондриальная функция является одним из главных регуляторов жира печени (Younossi, 2008), а 
митохондриальная дисфункция благоприятствует формированию стеатоза печени (Бабак, Колесникова, 
2011).  

Целью настоящей работы было изучить активность ферментов дыхательной цепи митохондрий и 
активности Н+-АТФазы внутренней мембраны митохондрий гепатоцитов крыс в условиях длительного 
пребывания на высококалорийной диете. 

Для проведения эксперимента было отобрано 100 белых нелинейных крыс с начальной массой тела 
200-215 г, которые через неделю содержания на стандартном корме рандомизировано были разделены на 
две группы. Крысы первой (контрольной) группы содержались на стандартном корме, а животные второй 
группы были переведены на высококалорийную диету (ВКД), которая состояла из стандартного корма 
(47%), сладкого концентрированного молока (44%), кукурузного масла (8%) и растительного крахмала (1%) 
(диета # С11024, Research Dietes, New Brunswick, NJ). По истечении 3, 9 и 20 недель от начала 
эксперимента из каждой группы отбирали по 10 крыс для получения биологического материала 
(гомогената печени). Из фракции гепатоцитов выделяли митохондрии, а именно их внутренние мембраны, 
в которых спектрометрическим методом определяли активность НАД·Н-КоQ-оксидоредуктазы, сукцинат- 
КоQ-оксидоредуктазы, КоQ-цитохром с-оксидоредуктазы, цитохромоксидазы и Н+-АТФазы. 

В результате проведенных экспериментов установлено, что 20-недельное пребывание крыс не 
вызывало достоверных изменений в индексе массы тела по сравнению с группой крыс, пребывавших на 
стандартном корме. Однако, масса висцерального жира у крыс, находившихся на ВКД, увеличивалась на 
92,3% (p<0,01). Активность основных ферментов дыхательной цепи митохондрий гепатоцитов в динамике 
эксперимента возрастала пропорционально длительности пребывания крыс на ВКД. Через 20 недель 
активность НАД·Н-КоQ-оксидоредуктазы, КоQ-цитохром с-оксидоредуктазы и цитохромоксидазы 
увеличилась соответственно на 26% (p<0,05), 12% (p<0,05) и 21% (p<0,05) по сравнению с аналогичными 
показателями крыс контрольной группы. В ходе эксперимента у крыс, находящихся на ВКД, активность 
сукцинат-КоQ-оксидоредуктазы достоверно не изменялась. В то же время происходило постепенное 
угнетение активности Н+-АТФазы, и через 20 недель активность Н+-АТФазы внутренней мембраны 
митохондрий гепатоцитов была меньше на 43% (p<0,05) по сравнению с аналогичным показателем у крыс 
контрольной группы.  

Наблюдавшееся в наших экспериментах увеличение активности НАД·Н-КоQ-оксидоредуктазы, 
сукцинат- КоQ-оксидоредуктазы, КоQ-цитохром с-оксидоредуктази, цитохромоксидазы в митохондриях 
гепатоцитов может свидетельствовать об усилении движения электронов по дыхательной цепи и 
возрастании градиента водорода. Активность сукцинат-КоQ-оксидоредуктазы находилась в пределах 
нормы, поэтому можно предположить, что процессы катаболизма, связанные с циклом Кребса, оставались 
без изменений. 

Известно, что при деструкции мембраны митохондрий мембраносвязанная Н+-АТФаза может 
изменять свою конформационную структуру и при этом терять свою активность. Наряду с этим, 
образование липидных перекисей, которые образуются при воспалении в митохондриях, могут выступать 
в роли разобщителя в процессе окислительного фосфорилирования. Одними из причин нарушения 
функционирования Н+-АТФазы может быть окисление тиоловых груп и трансформация липидного 
микроокружения фермента при развитии висцерального ожирения. Оценка функциональной активности 
митохондрий печени с использованием определения активности ферментов дыхательной цепи позволит 
выяснить молекулярные механизмы динамики развития стеатоза.  
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Abdominal obesity is now a real problem in many parts of the world as it occurs in an increasingly young age. 

A particularly dangerous type of obesity such as visceral, in which fat is stored in the abdomen around the internal 
organs. The consequence of this obesity is atherosclerosis, myocardial infarction, stroke, diabetes type II 
diabetes, hypertension. Previously, it has been demonstrated on rats that 20 week high-energy diet (HED) leads 
to non-alcoholic fatty liver disease development, which was closely correlated with visceral adiposopathy and 
insulin resistance. Taking into consideration a known fact that hepatocytes contain a large amount of 
mitochondria, researchers have assumed that mitochondrial function is one of the main regulators of lipid in liver 
(Younossi, 2008), and mitochondrial dysfunction contributes to hepatic steatosis development (Babak, 
Kolesnikova, 2011).  

The objective of this research is to study the enzyme activity of a respiratory chain of mitochondria and activity 
of H+ATpase of mitochondrial inner membrane of rats hepatocytes under the conditions of a long-term high-
energy diet. 

The research was conducted on 100 white non-pedigree rats with initial weight of 200-215 g. During a week 
they received standard food and afterwards were randomly divided into two groups. The rats of the first (control) 
group received standard food while the rats of the second group were put on a high-energy diet (HED) which 
consisted of standard forage (47%), sweet concentrated milk (44%), maize oil (8%), and amylum (1%) (diet 
No. С11024, Research Dietes, New Brunswick, NJ). In 3, 9, and 20 weeks after the beginning of the research, 10 
rats were taken from each group for receiving biological material (liver homogenate). Mitochondria, namely their 
inner membranes, were separated out of hepatocyte fraction and using spectrometric method the activity of 
NADH-coenzyme Q oxidoreductase, succinate-coenzyme Q oxidoreductase, coenzyme Q-cytochrom C 
oxidoreductase, cytochrome oxidase, and H+ATpase was determined. 

As a result of the research, it was ascertained, that 20 week HED did not cause significant changes in body 
weight index in comparison with the group of rats on standard nutrition. However, the mass of visceral lipid of rats 
on HED increased by 92.3% (p<0.01). The activity of main enzymes of respiratory chain of hepatocytes 
mitochondria was increasing during the research proportionally to the duration of HED. In 20 weeks the activity of 
NADH-coenzyme Q oxidoreductase, coenzyme Q-cytochrom C oxidoreductase, cytochrome oxidase increased 
by 26% (p<0.05), 12% (p<0.05), and 21% (p<0.05) compared to the relative results of the control group. During 
the experiment, the activity of succinate-coenzyme Q oxidoreductase of rats on HED did not significantly change. 
At the same time, a gradual suppression of the activity of H+ATpase was determined. In 20 weeks the activity of 
H+ATpase of mitochondrial inner membrane of rats hepatocytes decreased by 43% (p<0.05) in comparison to the 
relative results of the control group. 

Ascertained increase of the activity of NADH-coenzyme Q oxidoreductase, succinate-coenzyme Q 
oxidoreductase, coenzyme Q-cytochrom C oxidoreductase, and cytochrome oxidase at hepatocytes mitochondria 
may indicate the increase of electron motion at respiratory chain and increase of hydrogen gradient. The activity 
of succinate-coenzyme Q oxidoreductase was within normal limits, therefore, we may assume that the catabolism 
processes related to Krebs cycle remained unchanged. 

It is known that during the destruction of mitochondrial membrane, the membrane-bound H+ATpase may 
change its conformational structure and lose its activity. At the same time, the formation of lipidic hyperoxides, 
which appear during inflammation of mitochondria, can act as uncoupler of the process of oxidative 
phosphorylation. One of the reasons of functional failure of H+ATpase may be oxidation of thiol groups and 
transformation of lipid microenvironment of enzyme during development of visceral obesity. Evaluation of the 
functional activity of liver mitochondria using the definition of the respiratory chain enzyme activities will clarify the 
dynamics of the molecular mechanisms of steatosis.  
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Вплив антагоністів кальмодуліну кальмідазоліуму та трифлуопіразину на мембранний потенціал 
мітохондрій досліджували із використанням методів проточної цитометрії, конфокальної мікроскопії та 
залученням потенціал-чутливих флуоресцентних зондів MTG та ТМRM. Вивчення впливу різних 
концентрацій антагоністів кальмодуліну на мембранний потенціал мітохондрій були виконані з 
використанням проточного цитометра та фракції ізольованих мітохондрій міометрія невагітних щурів. Було 
встановлено, що кальмідазоліум у концентрації 1-10 мкМ дозозалежно знижує мембранний потенціал 
мітохондрій. У той же час, трифлуопіразин у концентраціях 10-100 мкМ діяв по різному: 10 мкМ – 
збільшував поляризацію, тоді як 100 мкМ – викликав майже повну деполяризацію мітохондріальних 
мембран. В експериментах, які були виконані з залученням методу конфокальної мікроскопії та 
використанням клітин міометрія у культурі, було продемонстровано, що внесення у середовище інкубації 
потенціал чутливого зонду MTG приводило до появи флуоресценції у «зеленому» діапазоні 
випромінювання. Додавання іншого зонду - ТМRM, призводило до появи флуоресценції у «червоному» 
діапазоні випромінювання. Деполяризація мітохондрій протонофором СССР та 10 мМ NaN3 

супроводжувалась зниженням інтенсивності «червоної» флуоресценції, при цьому «зелена» 
флуоресценція зберігалась. Внесення у середовище інкубації 10 мкМ кальмідазоліуму чи 100 мкМ 
трифлуопіразину супроводжувалось після 10-15 хвилинної інкубації  практично повним гасінням 
флуоресцентного сигналу зонду TMRM. Таким чином, із використанням потенціал-чутливих 
флуоресцентних зондів TMRM та MTG було продемонстровано, що антагоністи кальмодуліну модулюють 
мембранний потенціал мітохондрій клітин міометрія у культурі.  
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Influence of calmodulin antagonists on mitochondria membrane potential  was investigated using a method of 
flow cytometry, confocal microscopy and fluorescent potential-sensitive probes TMRM and MTG. Influence of 
different concentrations of calmodulin antagonists on mitochondria membrane potential  was studied  using flow 
cytometry method and fraction of myometrium mitochondria of unpregnant rats. It was shown that1-10 µМ 
calmidazolium gradually reduced mitochondria membrane potential. In the same time, 10-100 µМ trifluoperazine 
influenced as follows: 10 µМ - increased polarization, while 100 µМ - caused almost complete depolarization of 
mitochondria membranes. 

In experiments, that was conducted with the use of confocal microscopy method and myometrium cells in a 
culture it was shown, that MTG addition to the incubation medium accompanied by appearance of fluorescence 
signal in a green range. Addition of the second probe (ТМRM), resulted in appearance of fluorescent signal in a 
red range. Mitochondria membrane depolarization by 1µМ СССР or 10 mМ NaN3 was accompanied by the 
decline of "red" fluorescence intensity, "green" fluorescence was kept. 10-15 minute incubation of myometrium 
cells in the presence 10 µМ calmidazolium or 100 µМ trifluoperazine was accompanied by almost complete 
decrease of  the TMRM fluorescent signal.  

Thus, with the use of potential-sensitive fluorescent probes TMRM and MTG, it was shown, that calmodulin 
antagonists modulate mitochondria membrane potential of myometrium cells in a culture. 
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В настоящее время организм человека подвержен влиянию различных токсических соединений 

вследствие промышленного загрязнения окружающей среды. На территории Украины одной из проблем 
является распространение неорганических соединений ртути, обладающих способностью нарушать не 
только физиологические процессы организма, а также его реакцию на различные активные вещества. 
Целью нашей работы было определить особенности противоболевого эффекта анальгина на фоне 
интоксикации сульфатом ртути, а также роль дофаминергической системы в его реализации. 

В исследовании были задействованы шесть групп крыс, по 10 животных в каждой. Одной из групп крыс 
в течение эксперимента вводили только физиологический раствор - «контроль», другим пяти вводили 
активные вещества. В частности, с целью интоксикации трем группам крыс вводили внтурибрюшинно 
сульфат ртути (0,2 мл; 20 мг/кг) в течение семи дней. Затем двум группам крыс (неинтоксицированным и 
интоксицированным), для выявления роли дофаминергической системы в реализации противоболевого 
эффекта вводили блокатор D2-рецепторов - галоперидол (0,2 мл; 2,5 мг/кг). Анальгин (0,2 мл; 100 мг/кг) 
вводили за 30 минут до эксперимента четырем группам крыс (неинтоксицированным, интоксицированным, 
неинтоксицированным и интоксицированным после блокирования D2-рецепторов). Все вещества 
разводили в физиологическом растворе. Анальгетический эффект оценивали по величине болевого 
порога (БП) крыс, который определяли в тесте «электростимуляция». Показателем БП было значение 
напряжения, при котором наблюдали проявление боли: вздрагивание, подпрыгивание, звуковая реакция. 
Все данные были сопоставлены с БП «контроля» (100%), и обработаны статистически с Mann-Whitney U 
Test. 

Анализ данных показал, что у крыс без интоксикации при введении анальгина наблюдается повышение 
БП до 160 % (р < 0,05), а блокирование D2-рецепторов вызывает усиление эффекта анальгетика, где БП 
достигает уровня 215 % (р < 0,01). 

У крыс после интоксикации сульфатом ртути наблюдается значительное повышение БП до 172 % (р < 
0,01), введение же анальгина этим крысам не оказывает существенного влияния на этот показатель, 
однако проявляется тенденция к его снижению, БП составил 153 %. Блокирование D2-рецепторов у 
интоксицированных крыс вызывает усиление эффекта анальгина, у которых  уровень БП повысился до 
209 % (р < 0,01), что аналогично эффекту у неинтоксицированных крыс. 

Таким образом на фоне снижения болевой чувствительности у интоксицированных крыс сульфатом 
ртути противоболевой эффект анальгина проявляется практически на том же уровне, как и у крыс без 
интоксикации. Вероятно, ионы ртути вмешиваются в механизмы анальгезии, а в силу того, что влияние 
ртути сильнее, мы не наблюдаем эффекта анальгина, однако он проявляется при введении блокатора. 
Эффект же усиления действия анальгина, как у неинтоксицированных, так и у интоксицированных крыс 
при блокировании D2-рецепторов, свидетельствует о существенном участии дофаминергической системы 
в тормозном пути регулирования анальгетического эффекта анальгина.  
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Currently, the human body is affected by a variety of toxic compounds as a result of industrial pollution. In 
Ukraine, one of the problems is the spread of inorganic mercury compounds that are able to break not only the 
physiological processes of the body but also its reactions to various active substances. The aim of our study was 
to determine the features of analgesic effect of dipyrone against the background of mercury sulfate intoxication, 
and the role of the dopaminergic system in its implementation. 

The investigation was carried out on white outbred male rats, they were divided into six groups, 10 animals in 
each. One group of rats during the experiment were injected only with saline - "control", the other five were 
administered active substances. In particular, rats were injected mercury sulfate intraperitoneally (0.2 ml, 20 
mg/kg) for seven days to poison their organisms. Then two groups of rats (unpoisoned and poisoned) were 
administered D2-receptor blocker - haloperidol (0.2 ml, 2.5 mg/kg) to determine the role of the dopaminergic 
system in the implementation of analgesic effect. Dipyrone (0.2 ml, 100 mg/kg) was administered 30 minutes prior 
to the experiment to four groups of rats (unpoisoned and poisoned, unpoisoned and poisoned after blocking of the 
D2-receptors). All substances were diluted in saline. The analgesic effect was evaluated by the value of the pain 
threshold (PT) in rats, which was determined in the test "electrostimulation." The indicator of PT was a value of 
the voltage at which animals expressed the pain: flinching, sound response. All data was compared with PT 
"control" (100 %), and processed statistically with Mann-Whitney U Test. 

Analysis of the data showed that PT increased to 160 % (p <0.05) in rats without intoxication after injection of  
dipyrone, while blocking of D2-receptors caused increasing of analgesic effect, where PT reached 215% (p 
<0.01). 

In rats after mercury sulfate intoxication PT was significantly increased to 172 % (p <0.01), the introduction of 
a dipyrone to these rats had no significant impact on this figure, however, there was a tendency to reduce it, PT 
was 153 %. Blocking D2-receptors in poisoned rats intensified the effect of dipyrone in which PT level was 209 % 
(p <0.01), which is a similar effect in unpoisoned rats. 

Thus against the decrease of pain sensitivity in rats poisoned by mercury sulfate analgesic effect of dipyrone 
appeared almost at the same level as in rats without intoxication. Probably mercury interfered in mechanisms of 
analgesia, due to the fact that the effects of mercury was strong, we didn't observe the effect of dipyrone, but it 
appeared after the introduction of blocker. The effect of a strengthening of the dipyrone as in unpoisoned as in 
poisoned rats by blocking D2-receptors indicated a significant involvement of the dopaminergic system in braking 
distance control of analgesic effect of dipyrone. 
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Патогенез атеросклероза изучался многими исследователями на протяжении нескольких десятилетий, 

при этом количество гипотез о причинах его возникновения увеличивалось. Одной из последних 
появилась гипотеза об аутоиммунной природе атеросклероза, согласно которой причиной развития 
заболевания является появление в крови аутоантител к нативным липопротеинам низкой плотности 
(нЛПНП). Известно, что в норме аутоантитела к нЛПНП также присутствуют, но их уровень не превышает 
определенного показателя; у больных же атеросклерозом их количество значительно выше, что, по 
мнению ряда ученых, приводит к повреждению структуры стенок, в том числе, венечных сосудов [1, 2].  

Для получения иммуногенной модели атеросклероза с целью изучения изменения структуры стенки 
венечных сосудов на разных стадиях заболевания мы использовали экспериментальную модель, 
описанную группой российских коллег [3]. Для этого белые лабораторные крысы (n=30) были 
иммунизированы нЛПНП человека (Sigma) однократно в дозе 200 мкг путем подкожного введения. Титр 
антител к ЛПНП определяли по-Хлюстову B.Н. [2]. Нами были изучены морфологические изменения 
стенки венечных сосудов, которые наблюдались, уже начиная с 12-й недели после введения взвеси 
нЛПНП. Гистологические препараты окрашивали гематоксилином-эозином, суданом ІІІ.  

При макроскопическом исследовании стенки сердца нами было выявлено изменение количества 
жировой ткани в составе наружной его оболочки. Принято считать, что увеличение количества адипоцитов 
в составе эпикарда является объективным критерием развития атеросклероза коронарных артерий [4, 5]. 

При исследовании интимы венечных артерий на 8-й и 10-й неделях после введения нЛПНП 
наблюдалось постепенное изменение толщины субэндотелиального слоя в сторону увеличения 
параметра за счет набухания компонентов соединительной ткани, а также нарастающей степени 
инфильтрации лимфоцитарно-гистиоцитарными элементами, что соответствует долипидной 
морфологической стадии атеросклероза. При окраске суданом ІІІ в составе внутренней оболочки 
венечных артерий присутствия интра- и экстрацеллюлярных липидных капель не наблюдалось. 
Исследование внутренней оболочки артерии на 12-й неделе позволило установить увеличение степени 
лимфоцитарно-гистиоцитарной инфильтрации, а также увеличение толщины интимы не только за счет 
отека и наличия повышенного содержания лимфоцитов и дендритных клеток, но и за счет появления 
значительного количества липидных капель как в составе межклеточного вещества, так и в цитоплазме 
гистиоцитов, что соответствовало липоидозной морфологической стадии атеросклероза. 

После 15-й недели наблюдалось локальное нарушение целостности эндотелиальной выстилки 
коронарных артерий, увеличение количества гладких миоцитов, стирание границы между внутренней и 
средней оболочками вследствие дезорганизации эластических волокон. Количество гистиоцитов 
составляло 5-7 клеток на 100 клеток в поле зрения. Большинство из них содержали многочисленные 
липидные капли. В этот период общее количество клеток, содержащих липидные капли (так наз. пенистых 
клеток), было значительным.  

С 15-й недели до максимального срока эксперимента (20 недель) изменения структуры внутренней 
оболочки венечных артерий характеризовались увеличением присутствия лимфоцитов, тканевых 
макрофагов и пенистых клеток, а также явлениями липосклероза (ближе к  20-й неделе). 

Таким образом, после введения экзогенных нЛПНП крысам до 12 недели наблюдается изменение 
стенки венечной артерии без накопления липидов в интиме (долипидная стадия). После 12-й недели 
развивается липоидоз, характеризующийся выраженными изменениями структуры интимы. Ближе к 20-й 
неделе наблюдались процессы липосклероза. 
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The pathogenesis of atherosclerosis has been studied by many researchers within a few decades. But the 

number of hypotheses about the causes of its occurrence increased. The latter hypothesis proposed autoimmune 
cause of atherosclerosis. According to this hypothesis, the cause of the disease is appearance of antibodies to 
native low-density lipoproteins (nLDL) in the blood. It is known, that antibodies to nLDL are also present in normal 
conditions, but in patients with atherosclerosis their level is much higher. Some scientists consider that immune 
response to circulating antibodies leads to arteries wall damage, including the coronary vessels [1, 2]. 

In order to get immunogenic model of atherosclerosis and to study the changes of the coronary vessels wall 
structure in different disease stages, we used an experimental model described by group of Russian colleagues 
[3]. Rats (n=30) were immunized by human nLDL (Sigma), in a dose of 200 mg, by one subcutaneous injection. 
We studied the morphological changes of the coronary vessels wall. Structure changes were identified after 12th 
week. Histological specimens were stained by hematoxylin-eosin, sudan III. 

At anatomic examination of the heart wall we noted increased quantity of adipose tissue in the outer heart 
layer. The increase of adipocytes number in the epicardium is an objective criterion of coronary atherosclerosis 
development [4, 5]. 

At the 8th and 10th weeks after the nLDL-injection we observed change of subendothelial layer thickness in the 
intima of coronary arteries. Increase of this parameter was associated with edema of connective tissue 
components, increase in the number of lymphocytes and macrophages. It corresponds to prelipidic morphological 
stage of atherosclerosis. Intra-and extracellular lipid droplets stained by sudan III were not observed in the inner 
layer of the coronary arteries were studied. We identified increase in number of lymphocytes and histiocytes in the 
inner layer of arteries and thickening of the intima on the 12th-week. It was not only due to edema and increased 
number of lymphocytes and dendritic cells, but also due to appearance of significant amounts of lipid droplets in 
the intercellular substances and in the macrophages cytoplasm, which corresponds to lipoidic morphological 
stage of atherosclerosis. 

There was a local damage of the coronary arteries endothelial cells, increase of the number of smooth muscle 
cells after 15th week. The border between the inner and middle layers due to the disorganization of elastic fibers 
became invisible. Number of macrophages was significant. Most of them contained numerous lipid droplets. 
During this period, the number of lipid droplets in cells (known as foam cells), was significant. 

From 15th to 20th week changes in the inner layer structure of coronary arteries   were characterized by an 
increase of lymphocytes number, tissue macrophages, and foam cells. It corresponds to liposklerotic stage of 
atherosclerosis. 

Thus, after the subcutaneous injection of exogenous nLDL in rats changes in the coronary arteries walls 
appeared before 12th week without lipids accumulation in the intima (prelipidic stage). After 12th week lipoidosis 
was identified and was characterized by marked changes in the structure of intima. Near the 20th week 
liposklerosis was identified. 
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Неспецифический язвенный колит (НЯК) – хроническое воспалительное заболевание толстой кишки 
невыясненной этиологии, которое характеризуется геморрагично-гнойным воспалением слизистой 
оболочки, распространяясь проксимально от прямой кишки и сопровождаясь развитием местных и 
системных осложнений [4]. Результаты ряда морфологических исследований свидетельствуют о наличии 
эпителиально-васкулярных взаимоотношений в слизистой кишечника, которые, совместно с клетками 
имунной системы, обеспечивают местный гомеостаз [2]. Нарушение морфо-функциональных 
характеристик этих клеток приводит к нарушению гомеостаза и гиперактивации местного иммунитета [3], 
что является причиной формирования воспаления.  

Для изучения особенностей динамики количественных и качественных характеристик 
иммунокомпетентных клеток в составе слизистой оболочки толстой кишки с целью определения степени 
их участия в процесах адаптации и дезадаптации мы ставили перед собой задачу получить адекватную 
модель язвенного колита у крыс. Для этого мы использовали 1% раствор каррагинана, добавляя его в 
питьевую воду из рассчета 0,05 г/мл [4]. Период воспроизведения модели соответствовал 30 дням. Нами 
были исследованы образцы стенки прямой кишки крыс экспериментальной группы на 10-е, 15-е, 20-е, 25-
е, 30-е, 35-е, 45-е сутки. В период с 20-х по 30-е сутки у крыс появлялась симптоматика язвенного колита. 

Каррагинан – сульфатированный полисахарид с высокой молекулярной массой (100 – 800 кДа). Мягкий 
кислотный гидролиз нативного каррагинана приводит к получению низкомолекулярного продукта с 
молекулярным весом 30 кДа и менее, который сохраняет свои полианионные свойства. 
Сульфатированные продукты, такие как каррагинан и другие (сульфатированный амилопектин, 
лигносульфонат), благодаря сульфидным остаткам, имеют общую способность вызывать повреждение 
слизистой толстой кишки. Деградированный (низкомолекулярный) каррагинан является более 
ульцерогенным, чем нативный. Полианионные свойства сульфатированных продуктов не зависят от их 
химической композиции, а проявляются благодаря формированию суммарного отрицательного заряда 
анионными группами, который и является ключевым в индукции повреждения стенки толстой кишки [1]. 

В эксперименте на доклиническом этапе (до появления жидкого стула или появления крови в кале), что 
соответствовало временному отрезку с 10-е по 20-е сутки эксперимента, наблюдалось изменение 
толщины кишечных крипт за счет набухания соединительной ткани, инфильтрации стромы слизистой 
лимфоцитами и макрофагами. Лимфоидные фолликулы были несколько увеличены в размерах, 
наблюдалось изменение их формы от округлой к овоидной за счет активной пролиферации клеток на 
полюсе, направленном к полости кишки. 

В период с 20-х по 30-е сутки эксперимента в стенке прямой кишки крыс были обнаружены 
выраженные изменения эпителиальной выстилки, которые характеризовались деструкцией 
поверхностного слоя крипт, нарушением целостности гемокапилляров в составе соединительной ткани, 
усиленной, по сравнению с предыдущим периодом наблюдения, степенью лимфоцитарно-
макрофагической инфильтрации. Кроме того, местами наблюдались значительные очаги кровоизлияния, 
располагающиеся ближе к адлюминальному полюсу крипт. В составе лимфоидных фолликулов появлялся 
светлый центр, что свидетельствовало о функциональном напряжении фолликула, форма которого 
оставалась, как и на предыдущей стадии, овоидной. Площадь фолликула была значительной за счет 
латерального распространения лимфоцитарных групп.  

При использовании каррагинановой модели язвенного колита был замечен дозозависимый эффект: 
повышение его дозировки с 1% до 3-5% усиливало морфологические и клинические проявления 
геморрагического воспаления. Кроме того, повышение дозировки приводило к распространению 
морфологических изменений проксимально от слепой кишки. Это свидетельствует о том, что 
сульфатированные продукты и продукты их деградации могут быть надежным инструментом для 
применения с целью экспериментального моделирования язвенного колита. 

Таким образом, для моделирования язвенного колита у крыс с целью изучения патогенеза язвенного 
колита целесообразно использовать каррагинан или другие сульфатированные полисахариды, поскольку 
они вызывают такое органическое поражение слизистой оболочки толстой кишки у экспериментального 
животного, которое эквивалентно стадийным изменениям структуры стенки кишки при неспецифическом 
язвенном колите у человека. При этом, повышение дозы патогенного препарата приводит к 
проксимальному распространению патологического процесса. 
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Ulcerative colitis (UC) - a chronic inflammatory disease of the colon of unknown etiology, characterized 

haemorrhagic-purulent inflammation of the mucous membrane, extending proximally from the rectum, and 
accompanied by the development of local and systemic complications [4]. A number of morphological studies 
indicate the presence of epithelial-vascular relationships in the intestinal mucosa, which, together with the cells of 
the immune system, provide local homeostasis [2]. Violation of morphological and functional characteristics of 
these cells leads to disruption of homeostasis and local immune hyperactivation [3], which is responsible for the 
formation of inflammation. 

For studying the dynamics of quantitative and qualitative characteristics of immune cells in the lining of the 
colon in order to determine the extent of their participation in the process of adaptation and maladjustment, we set 
ourselves the task of obtaining an adequate model of ulcerative colitis in rats. For this, we used a 1% solution of 
carrageenan, adding it to the drinking water of calculation of 0.05 g / ml [4]. Playback period model corresponded 
to 30 days. We studied samples of the rectal wall of the experimental group of rats on the 10th, 15th, 20th, 25th, 
30th, 35th, 45th day. Since 20th to 30th day symptoms of ulcerative colitis appeared. 

Carrageenan is sulfated polysaccharide of high molecular weight (100 - 800 kDa). Mild acid hydrolysis of 
native carrageenan results in a low molecular weight product with a molecular weight of 30 kDa or less, which 
keeps its polyanionic properties. Sulfated products such as carrageenan and other (sulfated amylopectin, 
lignosulfonate) because sulfide residues have a common ability to cause damage to the colon mucosa. Degraded 
(low molecular weight) carrageenan is more ulcerogenic than native form. Polyanionic properties of sulfated 
products do not depend on their chemical composition, as manifested by the formation the electronegative anionic 
groups, which is crucial in the induction of damage to the walls of the colon [1]. 

In the experiment, the preclinical stage (before liquid feces or blood in the feces) was between the 10th to the 
20th day of the experiment, there was a change in the thickness of the intestinal crypts by swelling of the 
connective tissue of the mucous infiltration by lymphocytes and macrophages. Lymphoid follicles were slightly 
increased in size, there was a change in their shape from round to ovoid by active proliferation of cells.  

In the period from 20th to 30th day of the experiment in the wall of the rectum of rats were found pronounced 
changes in the epithelial lining, which were characterized by destruction of the surface layer of the crypts, integrity 
capillaries in the connective tissue, enhanced, compared to the previous monitoring period, the degree of 
lymphocyte and macrophages infiltration. In addition, in some places there were large pockets of hemorrhage. As 
part of the lymphoid follicles appear bright center, indicating a functional voltage follicle, the form of which 
remains, as in the previous stage, ovoid. Area of the follicle was significant by the lateral distribution of 
lymphocyte groups. 

When using the carrageenan model of ulcerative colitis was observed dose-dependent effect: increasing its 
dosage from 1% to 3-5% increased the morphological and clinical manifestations of hemorrhagic inflammation. 
Moreover, higher doses led to the spread of morphological changes proximal to the rectum. This indicates that the 
sulfated products and their degradation products can be a reliable tool for use in the experimental model of 
ulcerative colitis. 

Thus, for the modeling of ulcerative colitis in rats to study the pathogenesis of ulcerative colitis, it is advisable 
to use carrageenan or other sulfated polysaccharides, because they cause such an organic lesion of the colonic 
mucosa in experimental animals, which is equivalent to the step-wise change in the structure of the bowel wall in 
ulcerative colitis in humans. In addition, increasing the dose of the drug leads to a pathogenic proximal spread of 
the pathological process. 
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На сьогодні доклінічні випробування потенційних протипухлинних агентів являють собою 

довготривалий і високовартісний процес. З метою скорочення витрат часу та коштів застосовуються 
різноманітні методи переддоклінічного відбору (скринінгу) потенційних протипухлинних агентів, щоб у 
наступних повномасштабних онкологічних експериментах досліджувати лише найбільш дієві агенти, 
виявлені скринінгом. Однак, на відміну від власне доклінічних випробувань, переддоклінічні дослідження 
не стандартизовані, і різні лабораторії використовують для цього різні підходи, дані яких не завжди 
співставні між собою. Крім того, більшість таких методів передбачає випробування in vitro (в культурах 
клітин та ін.), що не завжди дає адекватну інформацію про дію тих самих речовин  in vivo i в жодному разі 
не дає змоги передбачити оптимальні дози та схеми застосування  in vivo. 

У зв'язку з цим, в нашому інституті проводяться дослідження, спрямовані на створення комплексу 
методів  прискореного скринінгу, які дають змогу швидко та з порівняно невеликими витратами оцінити 
широкий спектр речовин, доз та схем використання. На даний час інститут є власником патентів на такі 
методи цієї групи. 

Для скринінгу потенційних лікарських речовин, для яких не передбачається пряма цитотоксична дія на 
клітини пухлин, а також для скринінгу харчових продуктів, потенційно призначених для лікувального та 
повсякденного харчування онкологічних хворих, нами застосовуються методи згідно патентів [1 — 4]. В 
основі методів [1 — 3] лежить оригінальна модифікація відомої реакції канцеролізу (неімунного цитолізу 
пухлинних клітин сироваткою або плазмою крові) [5], яка багаторазово підвищує точність, відтворюваність, 
діагностичну та прогностичну цінність цієї реакції. Метод [4] являє собою простий, дешевий, швидкий і 
високоспецифічний спосіб визначення активності орнітиндекарбоксилази (ОДК) — ключового ферменту 
біосинтезу поліамінів (ПА). Як добре відомо, ПА є необхідними чинниками проліферації клітин, і в 
пухлинних клітинах їх вміст, а відповідно і активність ОДК, значно підвищені порівняно з нормальними 
аналогами. 

Для скринінгу будь-яких потенційних лікарських речовин, а особливо таких, для яких пряма 
цитотоксична дія на пухлинні клітини передбачається як основа терапевтичного ефекту, застосовуються 
методи згідно патентів [4, 6, 7]. Методи [6, 7] засновані на спектрофотометричному та віскозиметричному 
дослідженні лізатів тканини пухлин [6] та нормальних органів — потенційних мішеней побічної токсичності 
[7], — одержаних від тварин з пухлинами після введення цим тваринам тестованої речовини, з подальшим 
обчисленням коефіцієнта чутливості пухлин до даної речовини та коефіцієнта побічної токсичності цієї 
речовини для певних органів за оригінальною формулою. Теоретичною основою методів [6, 7] є дані про 
підвищену інтенсивність деградації ДНК у клітинах, що зазнали токсичного впливу — прямого чи 
опосередкованого. 

В певних випадках перераховані методи можуть бути застосовані, безпосередньо або після певної 
модифікації, не лише в доклінічних, але й у клінічних дослідженнях, а також у загальній 
фармакотоксикології. 
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For today, non-clinical development of potential anticancer agents is a lengthy and expensive process. To 

save time and costs, different methods of pre-non-clinical selection (screening) are used, having a goal to perform 
full-scale  experiments only with the most effective agents have been found in the screening tests. But, in contrast 
to non-clinical development itself, pre-non-clinical investigations are not standardized. Because of this, different 
laboratories apply different approaces and their data are sometimes non-comparable to one another. In addition, 
the most of these methods suppose in vitro  tests (cell culture etc.) and so their data may be inadequate to in vivo 
effect of the same substances. At last, it is quite impossible to predict optimal doses and schedules of in vivo 
application on the base of these data. 

In this connection, we are developing a complex of methods for hastening screening which enable to evaluate 
a broad spectra of substances and applying doses and schedules and to do it comparatively quickly and by 
comparatively low costs. For today, our institute is an owner of the following process patents of this group. 

To test potential drugs not suggesting direct cytotoxic effect on the tumor cells, as well as to test foods being 
designed for the cancer patients' clinical and usual nutrition, we apply the methods have been described in the 
patents [1-4]. Methods [1-3] are based on an original modification of known cancerolysis reaction (non-immune 
cytolysis of the cancer cells by blood serum or plasma) [5]. This modification has essentially increased precision, 
repeatability, diagnostic and prognostic significance of the reaction versus it's classic variant. Method [4] is a 
simple, low-cost, quick and high-specific method to measure activity of the ornithine decarboxylase (ODC) — a 
key enzyme of the polyamines (PA) biosynthesis. As it is known, PA are necessary for cell proliferation, and their 
content, as well as correspondent ODC activity, is significantly higher in the tumor cells versus their normal 
counterparts. 

To test any potential drugs, especially ones suggesting direct cytotoxic effect on the tumor cells as a base of 
their therapeutic activity, we apply the methods have been described in the patents [4, 6, 7]. Methods [6, 7] are 
based on spectrophotometric and viscosimetric analysis of the tissue lysates of tumors [6] and normal organs — 
possible targets of side toxicity [7] — been obtained from the tumor-bearing animals after administration with a 
substance being tested, with farther calculation of the tumor sensitivity coefficient and certain organ's side toxicity 
coefficient using the original formula. The theoretical basis of the [6, 7] methods is intensified DNA degradation in 
the cells subjected to a toxic impact  — both direct or indirect. 

Under certain conditions, the methods listed above may be used, immediately or after certain modification, not 
only in non-clinical but also in clinical investigations, as well as in general pharmacotoxicology. 
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Інгібітори протонної помпи (ІПП) представляють собою групу противиразкових препаратів, які здатні 

інгібувати секрецію соляної кислоти шляхом блокування активності H+,K+-АТФази апікальних 
плазматичних мебран парієтальних клітин слизової оболонки шлунка. Незважаючи на визнану 
ефективність, існують різні побічні ефекти, що пов'язані з довгостроковим застосуванням ІПП терапії: 
інгібування цитохромів печінки, морфологічні побічні ефекти, взаємозв’язок між ІПП терапії с поширенням 
захворюваності на рак, ризик розвитку пневмонії, переломів кісток і кишкових інфекцій. Похідні 
бензимідазолу, які ефективно використовуються в терапії, такі як: омепразол, пантопразол, лансопразол та 
ін. підвергаються хімічному перегрупуванню, що каталізується кислотою, забезпечуючи утворення 
активних теофільних часток. Такі інтермедіати ковалентно зв'язуються з залишками цистеїну Н+,К +-
АТФази, блокуючи тим самим ферментативну її активность. Таким чином, метою роботи було дослідження 
впливу нових низькомолекулярних органічних інгібіторів на Н+,К+-АТФазну активність слизової оболонки 
шлунка.  

Застосовуючи структурні дані ферменту за допомогою методів комп'ютерного моделювання ліганд-
білкових взаємодій був синтезований набір низькомолекулярний сполук, потенційних інгібіторів ферменту. 
Дослідження впливу сполук було проведено на апікальній фракції плазматичних мембран парієтальних 
клітин, збагачених на тубуловезикули, що знаходились у стані спокою. Активність H+,K+-АТФази визначали 
ферментативним методом. Синтезовані сполуки були використані у концентрації 50 мкМ в 1% ДМСО. Для 
трьх з вісімнадцяти досліджуваних сполук був встановлений пригнічуючий ефект на активність H+, K+-
АТФази. Для найбільш активної сполуки,  KUD119, було проведено дослідження інгібуючої властивості  
доза-залежним шляхом. IC50 для KUD119 становило 45±0,7 мкм при рН 7,2. тоді, як при 90 мкМ KUD119 
повністю пригнічувала активність  Н +, К +-АТФази. 

Таким чином, нові низькомолекулярні сполуки, синтезовані за допомогою обчислюваного моделювання 
ліганд-білкових взаємодій були оцінені на здатність до інгібування активності Н +,К+-АТФази. Найбільш 
активна сполука, KUD119, може бути залучена в основу для розробки нових лікувальних засобів, які 
володіють антисекреторними властивостями. 
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Proton pump inhibitors (PPIs) are a group of antiulcer agents which inhibit gastric acid secretion by blocking of 

the H+,K+ATPase present on the plasma membrane of the gastric parietal cells. Despite of recognized efficiency 
different side effects and risks are associated with long-term PPI therapy: inhibition of liver cytochromes, 
morphological side effects, relations between PPI use and gastric cancer incidence, risk of pneumonia, bone 
fractures and enteric infections. The benzimidazole derivatives which effectively used in therapy such as 
Omeprazole, Pantoprazole and Lansoprazole, etc. undergo acid catalyzed chemical rearrangement in vivo 
providing active thiophilic species. These intermediates covalently bind to cysteine residues of H+,K+-ATPase 
blocking the enzymatic activity. Hence, we aimed to investigate the effect of novel small-molecule organic 
inhibitors on gastric H+,K+-ATPase activity. 

A small-molecule library of potential H+,K+-ATPase inhibitors were constructed using ligand-based and 
structure-based drug design approaches. Biological testing was performed on apical membranes enriched for the 
tubulovesicles of resting parietal cells from rat gastric mucosa. Gastric H+,K+-ATPase activity was determined by 
enzymatic method. In primary tests synthesized compounds were utilized at 50 µM concentration in 1% DMSO 
solution. Three of eighteen tested compounds were active at these conditions. The most active compound, 
KUD119, was studied on H+,K+-ATPase inhibition at a concentration-dependent manner. IC50 for KUD119 
constitutes 45±0.7 µM at pH 7.2. At 90 µM KUD119 completely suppresses H+,K+-ATPase activity. 

The computational modeling of ligand–protein interactions was undertaken to rationalize inhibitory activity of 
the newly discovered H+,K+-ATPase inhibitors. Several favorable interactions of KUD119 with the enzyme active 
site were determined.  The most active compound, KUD119, may be involved in the basis for the development of 
novel therapeutic antiulcer agent. 
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Интерес к иммуностимулирующей терапии,  имеющей  длительную  историю, резко возрос в последние 
годы и связан с проблемами инфекционной  патологии. Высокий процент  смешанных  инфекций,  
полиэтиологичность  вызываемых ими заболеваний,  создают значительные трудности при  создании 
специфических  иммунизирующих препаратов  против  каждого  из   возможных возбудителей.  Введение  
сывороток оказывается эффективным только  на  ранних  этапах  инфекционного  процесса. Кроме того, 
вакцины в определенные фазы иммунизации способны  подавлять сопротивляемость организма к  
инфекциям.  Также  известно,  что  в  связи  с быстрым   увеличением   числа   возбудителей,    
обладающих    множественной устойчивостью к антимикробным средствам, с высокой частотой  
ассоциированных инфекций, эффективная антибиотикотерапия становится все более сложной. В связи с 
этим, значительный интерес как биологически активные вещества, обладающие иммуномодулирующими, 
бактерицидными, противоспалительными и др. свойствами, представляют    1-3/1-6-β-D-глюканы [1, 2].  

1-3/1-6-β-D-глюканы являются полифункциональными веществами. Они присутствуют в клеточных 
стенках многих растений, водорослей и грибов, продуцируются рядом бактерий в виде 
экзополисахаридов, и характеризуются как стимуляторы иммунитета широкого спектра действия, 
повышающие резистентность организма к бактериальным, вирусным, грибковым, паразитарным 
инфекциям, новообразованиям, а также как стимуляторы кроветворения и эффективные адъюванты при 
вакцинации [3, 4]. 

Выявление особенностей структуры-D-глюканов, отвечающих за их биологическую активность, в 
частности за их иммунотропные свойства, представляет несомненный интерес и число работ, 
посвященных этому вопросу, постоянно растет [5, 6]. Цель исследований заключалась в  получении 
иммуномодулятора, в результате гидролитического расщепления грибов Saccharomyces cerevisiae, 
содержащего 1-3/1-6-β-D-глюкан зимозан и его активные компоненты - глюканы Р и F, а также изучение его 
иммунотропных свойств.  

Установили, что интегральное действие D-глюкана зимозана и его активных компонентов, оказывало 
превентивный и значительный лечебный эффект при экспериментальном колибактериозе поросят-
гипотрофиков, стимулировало кроветворение, оказывало выраженное влияние на гуморальный и 
клеточный иммунитет, а также факторы неспецифической резистентности организма. 

Принимая во внимание действие, оказываемое 1-3/1-6-β-D-глюканами на иммунную систему и 
кроветворение животных, можно сделать вывод, что глюканы являются поливалентными модуляторами 
биологической реактивности организма со значительным клиническим противоинфекционным 
потенциалом, позволяющим активировать процессы гемопоэза, воздействуя нате или иные популяции и 
субпопуляции клеток лимфогемопоэтической системы.  
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Interest in immune-therapy, which has a long history, has risen dramatically in recent years and the problems 

associated with infectious diseases. A high percentage of mixed infections caused by poly etiology of diseases 
pose significant difficulties in creating specific immunizing agents against each of the possible pathogens. 
Introduction serum is effective only in the early stages of infection. In addition, in certain phases of vaccine 
immunization can suppress the body's resistance to infections. We also know that because of the rapid increase 
in the number of agents that have multiple resistance to antimicrobial agents, with a high frequency of associated 
infections, antibiotic treatment is effective is becoming more complex. In this regard, considerable interest as 
biologically active substances with immunomodulatory, antibacterial, anti-inflammatory and other properties are 1-
3/1-6-β-D-glukans [1, 2]. 

1-3/1-6-β-D-glukans are polyfunctional substances. They are present in the cell walls of many plants, algae 
and fungi, some bacteria are produced in the form of exopolysaccharides and characterized as stimulators of 
immunity of broad-spectrum, increasing the body's resistance to bacterial, viral, fungal, parasitic infections, 
tumors, as well as stimulants blood and effective adjuvants for vaccination [3, 4]. 

Identifying features of the structure-D-glucans are responsible for their biological activity, in particular for their 
immunotropic properties of great interest, and the number of papers on the subject, is growing [5, 6]. The purpose 
of the study is to obtain an immunomodulator, as a result of hydrolytic cleavage of fungi Saccharomyces 
cerevisiae, containing 1-3/1-6-β-D-glukan zymosan and its active components - glucans P and F, as well as a 
study of its immuno properties. 

Found that the integral action D-glucan zymosan and its active components that have significant preventive 
and therapeutic effect in experimental colibacillosis piglets-gipotrofik stimulated blood, has a pronounced effect on 
the humoral and cellular immunity, and the factors of non-specific resistance. 

Taking into account the action exerted 1-3/1-6-β-D-glukans the immune system and hematopoiesis animals, 
we can conclude that the glucans are polyvalent modulators of biological reactivity with significant clinical anti-
infective potential to activate the process of hematopoiesis, affecting nate certain populations and subpopulations 
of cells limfo hematopoietic system. 
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Створено модифіковану версію відомого пакету для докінгу AutoDock 4.2. Її спеціально створено для 
для віртуального скринінгу великої кількості потенційних інгібіторів. Автори переконалися що AutoDock 4.2, 
як і деякі інші пакети докінгу (напр. QXP/FLO+) не справляється коли фермент має певні структурні 
особливості, наприклад велику порожнину зв’язування. В той же час, багато з лігандів є занадто гнучкими, 
щоб бути дослідженими за допомогою стохастичного пошуку, реалізованого в AutoDock 4.2, за розумний 
проміжок часу. Було запропоновано і реалізовано наступні модифікації AutoDock:  

1) Можливість застосування одного або кількох просторових обмежень на способи зв’язування. У 
такому випадку один або кілька атомів повинні розміщуватися у певних наперед визначених областях. 
Такий підхід може сильно допомогти, якщо наперед відомо які групи грають важливу роль у зв’язуванні 
інгібіторів. 

2) Можливість використання стандартних методів багатовимірної оптимізації замість стохастичного 
пошуку. Такий підхід у комбінації з просторовими обмеженнями робить пошук значно швидшим і більш 
надійним. Якщо використовується пошук з обмеженнями, оптимізація вимагає приблизно у 100 разів 
менше часу, ніж для оригінальної версії AutoDock. Крім того, модифікований AutoDock як правило 
знаходить мінімуми з нижчими значеннями енергії. 

3) Можливість послідовної оптимізації, коли краща конформація передається наступному запуску 
генетичного алгоритму. 

4) Можливість використання зарядів, розрахованих методом PM6 MOPAC 2009, що покращує 
конформації зв’язування. 

5) Створено допоміжна програму PrepRDock для підготовки багатьох молекул для докінгу. Утиліта 
готує велику кількість файлів-завдань на основі модельного файлу з використанням просторових 
обмежень або без них. Просторові обмеження можуть для різних типів атомів ліганду. Таким чином, для 
одної сполуки може бути створено цілий ряд файлів-завдань з різними типами зв’язування. Не дивлячись 
на це докінг потребує значно менше часу, ніж у випадку початкової версії Autodock 4.2. 

У результаті створено нову версію AutoDock, що значно краще підходить для вивчення зв’язування 
лігандів з ферментами, які мають великі порожнини. Крім того ця версія працює значно швидше і більше 
підходить для віртуального скринінгу. 

 

 
 
Застосування модифікованого AutoDock на прикладі протеїнтирозинфосфатази 1B (PTP1B). Правильне 

зв’язування інгібітора забезпечується введенням просторових обмежень для атому P фосфонатної групи, 
який не повинен бути далі ніж 2 Å від положення P в вихідному PDB файлі (2CM8), що знаходиться 
поблизу каталітичного Cys215 ферменту PTP1B. 
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A modified version of a well-known docking package AutoDock 4.2 was created. It is specially designed for 
virtual screening of a large number of potential inhibitors. It was found that AutoDock 4.2 as well as some other 
docking packages (e.g. QXP/FLO+) fails in case of some structural features of the ligand binding sites, for 
example, large binding cavity of an enzyme. At the same time, many ligands are too flexible to be thoroughly 
investigated by AutoDock’s stochastic search engine in any reasonably time. The following modifications of 
AutoDock were proposed and implemented: 

1)  The ability to apply one or several spatial constraints on docking poses. In this case one or several 
atoms are positioned in some predefined areas. It might be very helpful if it is known which groups play an 
important role in binding of inhibitors. 

2) The ability to use standard multidimensional optimization techniques instead of stochastic search. In 
combination with special constraints make the search process much faster and more reliable. If the search is 
constrained binding optimization requires approximately 100 times less time than the original version. Besides 
that modified AutoDock usually finds lower energy minima. 

3)  The ability to make a sequential search where the best conformation is passed to the next run. This 
leads to global optimization. 

4) The ability to use charges calculated by MOPAC 2009 PM6 method known to improve binding poses. 
5) An auxiliary program PrepRDock to prepare multiple files for docking by AutoDock 4.2. The utility 

prepares multiple task files from a template with or without special constraints. Spatial constraints can be applied 
to different atom types of the ligand. Multiple task files with different binding modes can be generated for the 
same substance. Despite that, docking takes much less time than in case of original Autodock 4.2. 

As a result a new version of AutoDock that is much more suitable for the investigation of ligand binding into 
large binding cavities and for faster and more reliable virtual screening is created. 
 

 
 

A modified AutoDock on example of protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B). Proper binding of inhibitor is 
ensured by special constraint on P atom of the phosphonate group. P atom must not be located more than 2 Å 
from the position of P which is near catalytic Cys215 of PTP1B in original PDB file (2CM8).  
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Одной из важных проблем современного животноводства является недостаток в комбикормах 
незаменимых аминокислот. Одной из таких аминокислот является лизин. На базе микробиологической 
лаборатории НИУ «БелГУ» был проведен биосинтез лизина микробиологическим путем с использованием 
штамма-продуцента лизина Corynebacterium glutamicum B-11167, позволяющий получать лизин в 
активной, усваиваемой L - форме. 

Среда для культивирования штамма-продуцента лизина Corynebacterium glutamicum B-11167 в 
ферментере содержит  минеральные соли (KH2PO4 , MgSO4, (NH4)2SO4 , FeSO4 х 7Н2О, MnSO4 х 5Н2О)  
глюкозу, кислотный гидролизат пшеничного глютена, витамины, обеспечивающие оптимальный рост 
микроорганизмов (биотин, тиамин). В процессе биосинтеза для поддержания pH используется водный 
раствор аммиака. Спустя 50-70 часов ферментации культуральная жидкость содержит до 30 г/литр 
основного продукта – лизин сульфата, побочные продукты биосинтеза – аминокислоты (аланин, 
глутаминовая кислота в небольших количествах), органические кислоты (уксусную, янтарную), остатки 
компонентов среды – углеводы (сахарозу, фруктозу, декстрозу и др.), минеральные соли (аммония, калия, 
натрия, кальция, магния). 

Основной целью исследования было изучить влияние культуральной жидкости биосинтеза лизина на 
дрозофилу, в частности на изменение частоты доминантных летальных мутаций под действием 
исследуемого продукта. 

Дрозофила активно используется, как модельный организм для различных исследований благодаря 
своей чувствительности к компонентам среды и ярко выраженным ответным сигналам, поступающим на 
изменения её состава.  К таким сигналам можно отнести индуцированные, то есть искусственно 
вызванные под влиянием разнообразных внешних агентов, мутации. 

К одним из самых чувствительных тестов относится тест на определение мутагенности химических 
соединений посредством учета частоты доминантных летальных мутаций у различных линий дрозофилы. 

При изучении на дрозофиле мутагенного действия того или иного агента, задача исследования 
сводится к обнаружению и учету летальных мутаций, возникающих под влиянием данного агента. Частоту 
летальных мутаций у опытных мух сравнивают с частотой летальных мутаций у контрольных. В качестве 
контроля использовалась стандартная питательная среда для содержания дрозофилы [1], в опытную 
среду добавляли культуральную жидкость в нескольких концентрациях. Наличие достоверных различий в 
частоте возникновения летальных мутаций у опытных и контрольных мух служит доказательством 
эффективности этого агента на возникновение этого типа наследственных изменений. 

В ходе эксперимента мы использовали 2 линии (мутационные расы) дрозофилы: Canton-S, Muller-5. 
Линия Canton-S или Normal – это линия мух дикого фенотипа (wild type), с хорошо изученным 

спонтанным фоном мутабильности. Линия Muller-5 была искусственно выведена Германом Меллером для 
определения мутагенности химических соединений и рентгеновского излучения. Используется для учета 
как доминантных, так и рецессивных летальных мутаций. 

Доминантные летальные мутации представляют собой генетические изменения, индуцированные в 
родительских зародышевых клетках и приводящие к гибели первого поколения потомков на 
эмбриональных стадиях развития.  

Частота доминантных летальных мутаций определялась по методике Белоконь, как процент 
отложенных неразвившихся яиц по отношению к общему числу отложенных яиц [2].  

В результате эксперимента достоверных различий между частотами доминантных летальных мутаций 
у мух содержащихся на опытной среде в сравнении с контрольной средой у обеих линий выявлено не 
было. Достоверность различий между контролем и опытом определялась с помощью критерия Стьюдента 
для независимых выборок [3].  

 
Работа выполнена при поддержке Минобрнауки РФ в рамках субподрядного договора 80/10 от 27 августа 2010 г. 

по договору 13.G25.31.0069 «Разработка промышленной технологии крупнотоннажного производства лизина и 
побочных продуктов на основе глубокой переработки зерна и кадровое обеспечение производства» 
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The most important problem of modern animal husbandry is the lack of amino acids in compound feeds. One 

of these amino acids is lysine. On the basis of the microbiology laboratory NRU "BSU" was held on the 
biosynthesis of lysine microbiologically using lysine-producing strain Corynebacterium glutamicum B-11167, 
which yields lysine in the active, digestible L-form. 

Culture medium for lysine producer strain Corynebacterium glutamicum B-11167 in the fermenter contains 
mineral salts (KH2PO4, MgSO4, (NH4)2SO4, FeSO4x7H2O, MnSO4x5H2O), glucose, acid hydrolysed wheat 
gluten, vitamins for optimal growth of the microorganisms (biotin, thiamine). In the process of biosynthesis 
aqueous ammonia is used to maintain the pH. After 50-70 hours of fermentation culture medium contains up to 30 
g/l of the main product - lysine sulfate, by-products of biosynthesis - amino acids (alanine, glutamic acid in small 
quantities), organic acids (acetic, succinic), remnants of medium components, carbohydrates (sucrose , fructose, 
dextrose, etc.), mineral salts (ammonium, potassium, sodium, calcium, magnesium). 

The main purpose of the research was to examine the effect of the culture fluid with biosynthesized lysine on 
Drosophila and also, in particular - to changes in the frequency of dominant lethal mutations under the action of 
the investigational product. 

Drosophila is widely used as a model organism for a variety of research because of its sensitivity to the 
environment and the clearly expressed response signals through changes in its composition. These signals can 
be attributed to induced, that is artificially caused by the influence of various external agents, mutations. 

Among the most sensitive test applies a test to determine the mutagenicity of chemicals by considering the 
frequency of dominant lethal mutations in different lines of Drosophila. 

In the study on Drosophila mutagenic action of the different agents, the problem comes down to finding and 
recording of lethal mutations, which arise under the influence of the agent. Frequency of lethal mutations in the 
experimental flies compared with the frequency of lethal mutations in the controls. As a control, we used standard 
medium for the content of Drosophila, in the development environment the culture fluid was added in several 
concentrations. The presence of significant differences in the incidence of lethal mutations in the experimental 
and control flies is proof of the effectiveness of this agent on the occurrence of this type of genetic changes. 

In the experiment, we used two lines (mutational race) of Drosophila: Canton-S, Muller-5.  
Line Canton-S or Normal is a line of flies of wild phenotype (wild type), with a well-established background of 

spontaneous mutability. Muller-5 line was artificially bred by Hermann Muller to determine mutagenicity of 
chemicals and X-rays. It is used to account for both the dominant and recessive lethal mutations.  

Dominant lethal mutations are the genetic changes induced in parental germ cells and leading to the death of 
the first generation offspring in the embryonic stages of development.  

The frequency of dominant lethal mutations was determined by the Belokon method, as a percentage of 
undeveloped eggs laid in relation to the total number of eggs laid. 

In the conclusion of the experiment no significant differences between the frequencies of dominant lethal 
mutations between flies kept in an experimental environment in comparison with the control environment in the 
two lines weren’t detected. The significance of differences between the control and experiment was determined 
using Student criterion for independent samples. 

 
The research was carried out with the support of Ministry of education and science of RF within the framework of 

subcontract 80/10 from August 27, 2010, under the contract 13.G25.31.0069 “Developing of industrial technology for large-
tonnage production of lysine and sub products on the basis of grain deep processing and human resourcing of production 
process”. 
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Учитывая современные данные о нарушениях микрофлоры кишечника с возрастом, а также свободно-
радикальную и иммунологическую теории старения организма, исследовали состояние перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) и активность ферментов антиоксидантной защиты супероксиддисмутазы (СОД) 
и каталазы (КАТ) в гепатоцитах крыс, которым для поддержания микрофлоры кишечника и иммунитета 
периодически на протяжении 12-ти месяцев вводили мультипробиотик «Симбитер® ацидофильный». 

Исследования проведены на 40 белых крысах, которые были разбиты на 2 группы: контрольную и 
опытную. Крысам контрольной группы в возрасте 1,5; 4,5; 7,5 и 9,5 месяцев в течение 10 дней перорально 
вводили 0,5 мл водопроводной воды. Крысам опытной группы в первые 10 дней после рождения 
ежедневно в ротовую полость вводили 1 каплю мультипробиотика «Симбитер® ацидофильный». В 
последующем этим крысам в возрасте 1,5; 4,5; 7,5 и 9,5 месяцев в течение 10 дней перорально вводили 
мультипробиотик «Симбитер® ацидофильный» концентрированный (0,14мл/кг) растворенного в 0,5 мл 
воды. В возрасте 3, 6, 9 и 12 месяцев из каждой группы крыс отбирали по 5 животных, которых 
декапитировали, Содержание ТБК-АС [1] проводили по реакции с тиобарбитуровой кислотой, шиффовые 
основы (ШО) [2] - флуорометрическим методом. Оценку активности СОД [3] проводили с использованием 
нитросинего тетразолия, КАТ [4] - по убыванию количества Н2О2 в растворе после инкубации при 
оптимальных условиях. Статистическую обработку результатов проводили общепринятыми методами 
вариационной статистики. Вероятность разницы между контрольными и опытными измерениями 
оценивали по t-критерию Стьюдента [5]. 

Содержание ТБК-АС и ШО в гепатоцитах крыс 12-ти месячного возраста по сравнению с крысами 3-х 
месячного возраста возросли на 39,9% (p<0,01) и 23,1% (p<0,05). Активность СОД и КАТ не увеличивалась 
на протяжении 12 месяцев. 

В процессе онтогенеза происходит увеличение уровня продуктов ПОЛ и отсутствие активности СОД  и  
каталазы, а введение мультипробиотика «Симбитер® ацидофильный» концентрированный нормализует 
окислительно-антиоксидантный баланс. 

 
Литература: 
1. Королюк М.А., Иванова Л.И., Майорова И.Г., Токарев В.Е. Метод определения активности каталазы // Лабораторное 

дело. - 1988. - Вып. 1. - С. 16-18.  
2. Колесова О.Е., Маркин А.А., Федорова Т.Н. Перекисное окисление липидов и методы определения продуктов 

липопероксидации в биологических средах // Лабораторное дело. - 1984. - № 9. - С. 540-546.  
3. Чевари С., Чаба И., Секей Й. Роль супероксиддисмутазы в окислительных процессах клетки и метод определения 

ее в биологических материалах // Лабораторное дело. – 1985. – Вып. 11. – С. 678–681.  
4. Королюк М.А., Иванова Л.И., Майорова И.Г., Токарев В.Е. Метод определения активности каталазы // Лабораторное 

дело. - 1988. - Вып. 1. - С. 16-18.  
5. Реброва О.Ю. Статистический анализ медицинских данных. – М.: Информполиграф, 2002. – 305 с. 
 
 

 
  



 
 

 316

ACTION MULTIPROBIOTICS «SYMBITER» ON LIPID PEROXIDATION IN HEPACYTES OF RATS OF 
DIFFERENT AGES 

 
Torgalo E.A., Taburets O.V., Tihova E.V., Ostapchenko L.I. 

 
Kyiv National Taras Shevchenko University, Kiev, Ukraine 

e-mail: alisa210@meta.ua 
 

Considering modern data about intestinal microflora malfunction with the age, as well as the free-radical and 
immunological theories of aging of an organism, examined  the state of peroxide oxidation of lipids (POL) and 
activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in rats hepatocytes, which for 
the maintenance of the intestinal microflora and immune system periodically for a period of 12 months provided 
multiprobiotic «Symbiter». 

The study was conducted on 40 white rats and were divided into 2 groups: control and experimental. To rats 
of the control group at the age of 1.5, 4.5, 7.5, and 9.5 months was orally administered 0.5ml of tap water within a 
period of 10 days. To rats of  the experimental group was injected 1 drop multiprobiotic Symbiter acidophilic in an 
oral cavity daily in the first 10 days after birth, to  rats at the age of 1.5, 4.5, 7.5, and 9.5 months for 10 days was 
orally administered multiprobiotic Symbiter concentrated (0.14 ml/kg) was dissolved in 0.5ml of water. At the age 
of 3, 6, 9 and 12 months in each group of rats were selected for five animals that were decapitated. The content 
of TBA [1] activ products was conducted by reaction with thiobarbituric acid, and schiff base (SHO) [2] by 
fluorimetric method. Assessment of superoxide dismutase SOD [3] activity was cunducted using nitroblue 
tetrazolium, catalase activity (CAT) [4] descending amount of H2O2 in the solution after incubation under optimal 
conditions. Statistical processing of the results was assessed by Student's test [5].  

The content of TBA and the SHO in rats hepatocytes 12 months of age as compared with  the rats 3 months 
age increased by 39,9% (p<0,01) and 23,1% (p<0,05). SOD and CAT wasn’t observed for 12 months.  

In the process of ontogeny there is an increase in the level of POL products and the lack of activity of SOD 
and CAT, and the introduction of multiprobiotic «Symbiter» concentrated normalizes oxidation-antioxidant 
balance.  
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Профілактика розвитку професійно- та екологічно обумовлених інтоксикацій є основною задачею 
профілактичної медицини і включає проведення низки заходів. Для досягнення максимального позитивного 
ефекту при лікуванні та профілактиці інтоксикацій хімічними речовинами вибір засобів повинен проводиться з 
урахуванням особливостей їх токсикокінетики та токсикодинаміки. 

Важкі метали (ртуть, свинець, кадмій) відносяться до небезпечних токсикантів з високою біологічною 
активністю та кумулятивною здатністю. При надходженні в організм, навіть у відносно малих концентраціях, 
вони здатні накопичуватись в органах і тканинах, справляти мембрано- та цитотоксичну дію, стимулювати 
оксидативний стрес, викликати патологічні зміни у функціонуванні багатьох органів і систем. Отже, 
профілактика інтоксикацій важкими металами повинна бути спрямована на зменшення навантаження 
організму цими токсикантами та упередження  їх негативного впливу. 

 Сьогодні у комплексі профілактичних заходів, які плануються та реалізуються, у зв’язку з забрудненням 
довкілля важкими металами, особлива увага приділяється розробці та впровадженню засобів індивідуальної 
біологічної профілактики. Така профілактика полягає у застосуванні нешкідливих, біологічно активних 
речовин, які сприяють виведенню металів, підвищують захисні та адаптаційні можливості організму [1]. Серед 
класичних засобів профілактики та лікування інтоксикацій важкими металами важливе місце займають 
препарати з групи комплексонів та ентеросорбентів. На думку дослідників пошук таких засобів слід вести 
серед принципово нових класів речовин природного походження. Як засоби біологічної профілактики 
хронічних металотоксикозів сьогодні пропонуються сполуки рослинного походження, що мають сорбентні, 
адаптогенні, антиоксидантні та мембраностабілізуючі властивості [2].  Серед них чільне місце посідають 
пектини - органічні речовини, які здатні утворювати нерозчинніі комплекси з металами та виводити їх з 
організму, а також  позитивно впливають на обмін речовин, підвищують його загальну резистентність. На 
увагу також заслуговують  рослинні препарати, що містять біофлавоноїди (катехіни, флавоноли, флавони та 
ін), які здатні утворювати металокомплекси та проявляти антиоксидатну та імуномодулюючу дію .    

Метою дослідження була оцінка ефективності таких засобів профілактики інтоксикацій важкими металами 
як пектини: яблучний, цитрусовий, буряковий та гарбузовий (ТОВ «Сума технологій», Україна) та 
фармакологічного препарату «Кверцетин» (НВЦ Борщагівський хіміко-фармацевтичний завод, Україна) . 

В експерименті на щурах Вістар показано, що застосування пектинів при моделюванні ртутної інтоксикації 
сприяло зменшенню вмісту металу в крові та внутрішніх органах, нормалізації гематологічних та 
морфологічних порушень. Серед досліджуваних пектинів найбільш ефективними були яблучний і буряковий 
[3]. Клінічні дослідження, які були виконані  в умовах свинцевої інтоксикації, підтвердили високу ефективність 
застосування пектинів для виведення свинцю з організму працюючих, зменшення проявів його токсичної дії, 
підвищенню адаптаційних можливостей [4].  

Застосування фармакологічного препарату «Кверцетин» в умовах моделювання субхронічної інтоксикації  
свинцем і кадмієм сприяло позитивним змінам у піддослідних щурів. Так, вживання  препарату «Кверцетин» 
на фоні свинцевої інтоксикації сприяло зниженню вмісту металу в печінці та селезінці, наближенню до 
контрольних значень клітинного складу периферичної крові (лейкоцитів, лімфоцитів і нейтрофілів), а також 
збільшенню кількості еритроцитів та гемоглобіну [5]. Використання препарату «Кверцетин» з метою 
профілактики кадмієвої інтоксикації у щурів сприяло зниженню вмісту металу в крові, печінці та нирках, 
наближенню до контрольних значень показників периферичної крові (цинкпротопорфірин, гемоглобін, 
еритроцити, лейкоцити, лімфоцити), підвищенню фагоцитарної активності нейтрофілів [6].  У щурів зі 
свинцевою і кадмієвою інтоксикацією препарат «Кверцетин» сприяв зниженню оксидативного стресу в 
фагоцитах, зменшенню вмісту високо- і низькомолекулярних циркулюючих імунних комплексів  в сироватці 
крові. Отримані результати досліджень дозволяють дійти висновку, що препарат «Кверцетин» за умови 
свинцевої і кадмієвої інтоксикацій  може сприяти зменшенню рівня вмісту металу в крові та внутрішніх 
органах, справляти антиоксидантну та імуномодулюючу дію. Встановлені позитивні зміни дозволяють 
рекомендувати «Кверцетин», як засіб біологічної профілактики розвитку професійно та екологічно 
обумовлених  інтоксикацій важкими металами  
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Prevention of occupational and environmental heavy metals intoxications is one of the main aims of preventive 

medicine. In order to achieve the best effect, medications are chosen taking into account toxicokinetics and 
toxicodynamics of the chemicals.  

 Heavy metals (mercury, lead, cadmium) are the dangerous toxins wich have high biological activity and 
cumulative properties. When heavy metals come to organism, even in low concentrations, they can accumulate in 
organs and tissues, stimulate oxidative stress, membrano- and cytotoxic effects, cause pathological changes in 
the functioning of many organs and systems. This involves several measures aiming to introduce biological 
prophylaxis of diseases resulting from exposure to xenobiotics [1].    

Such prevention is achieved by using biological active substances that increase the ability of an organism to 
adapt to environmental factors, and to avoid damage from such factors. Thus, biological prevention under the 
influence of heavy metals should be aimed at reducing the burden of the body of these toxins and improve its 
general biological resistance. Among classical medications the main place belong to complexsubstances and 
enterosorbents, which decrease the metal level in organism. Nowadays many scientists claim that in current 
environmental situation such medications are to be found among antioxidants, adaptogens and 
immunomodulators. That is why herbal medicines occupy a special place in therapy of exposure to heavy metals, 
among them top place is occupied by pectin – organic substances that can make chelate complexes with heavy 
metals. Another popular group of remedies are herbal medicines that have adaptogen, antioxidant and membrane 
stabilizing properties without any side effects [2].   

The aim of this research was to evaluate the efficiency of pectin (Ltd.  "Sum of technologies", Ukraine) and 
pharmacological Quercetin preparation (Borschagovsky Pharmaceutical Plant, Ukraine) for prevention of mercury,  
lead and cadmium intoxication. Experimental studies of mercury exposure on Wistar rats established that pectin 
can bind mercury and as result decrease its content in blood, liver and kidney. Among four studied types of pectin 
(apple, pumpkin, citric, sugar-beet) the most effective were pumpkin and sugar-beet [3].  Clinical trials of pectin in 
cases of heavy metals exposure approved the high efficiency of pectin for mercury and lead elimination form 
human body as well as decreasing their toxic effect. Another example of positive effect of pectin was achieved in 
in vitro studies, for which special pectin solutions were prepared. In this case positive action of pectin can be 
explained by interaction of mercury and lead ions with carboxyl groups of galacturonic acids before metal ion 
could penetrate the cell [4].    

Experimental studies of subchronic lead exposure revealed that Quercetin preparation improved the 
peripheral blood indices (leucocytes, lymphocytes and neutrophils) and increased the number of erythrocytes and 
haemoglobin comparing to animals not treated with this medication [5].  Similar studies of subchronic cadmium 
exposure showed that Quercetin decreased metal content in blood, liver and kidney, improved peripheral blood 
indices (zinc protoporphyrin, haemoglobin, erythrocytes, leucocytes, lymphocytes), increased phagocytic activity 
of neutrophyls [6]. In both experiments Quercetin facilitated the decrease of oxidative stress in phagocytes, 
decreased content of high- and low-molecular circulating immune complexes in blood serum. The obtained date 
allow to make conclusions that Quercetin preparation in experimental studies of subchronic lead and cadmium 
intoxication of rats decreased the level of above mentioned metals in blood, liver, kidney and spleen, showed 
antioxidant and immunomodulating properties. These positive changes allow recommending these medicals for 
biological prophylaxis of occupational and environmental intoxications, caused by heavy metals. 
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Калликреин-кининовая система вовлечена в регуляцию важных функций в организме человека 

(сократительной активности и тонуса гладких мышц сосудов и желудочно-кишечного тракта, болевой 
чувствительности и др.). Брадикинин (BK) - пептид, который синтезируется при энзиматическом 
воздействии калликреинив на кининогеновые предшественники, и состоит из 9 аминокислотных остатков 
(Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg). Клеточные эффекты действия ВК опосредуются активацией 
метаботропных ВК-рецепторов, которые разделяют на два подтипа: ВК1 и ВК2. Учитывая, что ВК-
рецепторы являются одним из центральных звеньев развития воспалительного процесса и болевой 
чувствительности, работа над созданием их антагонистов активно проводится в течение последних 
десятилетий. На сегодня известно ряд соединений-ингибиторов калликреин-кининовой системы 
пептидной и не пептидной природы (НОЕ 140, desArg9 [Leu8] BK, R-954 и др.), однако не теряет 
актуальности дальнейшая разработка, синтез и анализ веществ, способных селективно подавлять 
патологические (болевые и воспалительные) процессы, опосредованные активацией ВК-рецепторов.  

В работе осуществлен скрининг ряда новых непептидных соединений (код группы – МХ), химическая 
структура которых указывала на потенциальную способность взаимодействовать с ВК-рецепторами и для 
которых предварительно установлена способность снижать болевую чувствительность. Проверку 
антагонистического действия веществ проводили на многоклеточных препаратах кольцевых гладких мышц 
фундального отдела желудка крыс. В экспериментах регистрировали кривые «концентрация-эффект» для 
концентраций брадикинина 1 нМ – 10 мкМ в контроле и в присутствии исследованных веществ (1 мкМ, а 
также 10 и 50 мкМ). Для определения характера ингибиторного воздействия веществ использовали 
уравнение регрессии Шилда.  

Для анализа возможной антагонистической активности к ВК-рецепторам, среди веществ группы МХ 
были протестированы семь соединений (коды МХ-1827, МХ-1829, МХ-1906, МХ-1909, МХ-1925, МХ-2012 и 
МХ-2055), которые первично проявляли анальгетическое действие при выполнении теста уксуснокислых 
судорог. Для первичного скрининга эффективности веществ изначально избрали концентрацию 1 мкМ; 
ингибиторные эффекты систематизированы на Рис. 1A. 

Наиболее эффективным были соединения МХ-2011 и МХ-1906, однако последнее имело побочное 
действие – кроме уменьшения ВК-вызванных ответов также угнетало спонтанные сокращения гладких 
мышц. Для установления характера ингибирования ВК-рецепторов под действием соединения МХ-2011 
(Рис. 1Б) были зарегистрированы кумулятивные кривые «концентрация-эффект» в присутствии 1, 10 и 50 
мкM соединения МХ-2011. Из графика Шилда (наклон 1.28, коэффициент R2 = 0.93) было установлено 
величину аффинности этого вещества рКВ = 6,41. Поскольку величина наклона графика Шилда была 
близка к единице, можем предположить наличие конкурентного антагонизма вещества МХ-2011. Таким 
образом, вещество МХ-2011 можно считать перспективной основой для анализа и создания соединений-
антагонистов ВК-рецепторов. 
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Рис. 1. А - Ингибиторные эффекты 
соединений МХ (1мкМ) на ВК-вызванные 
сокращения (за 100% принято контрольные 
значения). Результаты представлены как M ± 
m (n = 2-6). 
Б – Структурная формула соединения МХ-
2011.  
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Kallikrein-kinin system is involved in the regulation of some important physiological functions (the contractile 

activity and tone of vascular and gastrointestinal smooth muscles, pain sensitivity, etc.). Bradykinin (BK) - a 
peptide that is synthesized by enzymatic action of kallikrein on kininogen predecessors, and is composed of 9 
amino acid residues (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg). Cellular effects of the BK are mediated by 
activation metabotropic BK-receptors, which are divided into two subtypes: BK1 and BK2. Given that BK receptors 
are one of the central parts of the development of inflammation and pain sensitivity, work on their antagonists 
actively pursued over the last  decades. Today, a number of compounds known inhibitor of kallikrein-kinin system 
of peptide and peptide (НOE 140, desArg9 [Leu8] BK, R-954, etc.), but does not lose relevance further 
development, synthesis and analysis of substances that can selectively inhibit the pathological (pain and 
inflammation) processes mediated by the activation of BK-receptors. 

The work carried out screening of new non-peptide compounds (group code - MX), the chemical structure that 
indicate the potential ability to interact with the ВК-receptors and for which pre-installed the ability to reduce pain 
sensitivity. Check the antagonistic action of substances carried on circular smooth muscle preparations of  rat 
stomach fundus. In the experiments recorded the curve "concentration-effect" for the concentrations of bradykinin 
1 nM - 10 μM in control and in the presence of the substances studied (1 μM, 10 and 50 μM). To determine the 
nature of the inhibitory effects of substances used Schild regression equation.  

To analyze the possible antagonistic activity to the VC-receptors, including substances of MX was tested 
seven compounds (codes MX-1827, MX-1829, MX-1906, MX-1909, MX-1925, MX-2012 and MX-2055), which 
initially showed analgesic effect in acetic acid writhing test execution. For primary screening efficiency substances 
originally chosen concentration of 1 μM and its inhibitory effects are systematize in Fig. 1A. 

The most effective compounds were the MX-2011 and MX-1906, but the latter had a side effect - except to 
reduce BK-induced responses also inhibited spontaneous contraction of smooth muscles. To determine the 
nature of inhibition of BK-receptor under the influence of the compound MX-2011 (Fig. 1B) were recorded 
cumulative curve "concentration-effect" in the presence of 1, 10 and 50 μM compound MX-2011. The graph 
Schild (slope 1.28, the coefficient of R2 = 0.93) was found the value of affinity of the substance pKB = 6.41. Since 
the value of the slope of Schild was close to unity, we can assume the presence of competitive antagonism matter 
MX-2011. Thus, the substance MX-2011 can be considered as a promising basis for the analysis and compounds 
BK-receptor antagonists. 
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Fig. 1 A - inhibitory effects of compounds MX 
(1μM) on the BK-induced contraction (taken as 
100% control values). Results are expressed as 
M ± m (n = 2-6). 
B - Chemical structure of the compound MX-
2011. 
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В настоящее время в связи с разработкой целого ряда новых лекарственных средств весьма 

актуальной является проблема изменения активности биологически активного вещества (БАВ) при 
комбинированной фармакотерапии. В работе развивается новый подход, который даёт возможность 
оценивать изменение мембранотропной активности индивидуальных БАВ при их совместном применении. 
Авторами  разработана методика выявления мембранотропной активности широкого круга БАВ, включая 
антимикробные агенты, с использованием биомиметической среды на основе мультибислойных 
фосфолипидных мембран  методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) [1], а также 
путем исследования межмолекулярных взаимодействий БАВ с молекулами фосфолипидов методом масс-
спектрометрии [2] .  

Выявление эффектов совместного мембранотропного действия БАВ осуществляется с помощью 
метода квазибинарных фазовых диаграмм, построенных в виде зависимостей сдвигов температуры 
плавления мембраны (∆Тm), определяемых методом ДСК, от параметра n (мольной доли одного из БАВ к 
общему количеству введённых БАВ) (рис. 1). Суть метода заключается в том, что фосфолипидная среда 
рассматривается как матрица, в которой специфическое взаимодействие между исследуемыми БАВ 
проявляется как отклонение калориметрических параметров от аддитивности. При этом максимальное 
отклонение указывает наиболее вероятную стехиометрию образующегося комплекса. Эффективность 
разработанной методики апробирована на примере совместного введения в мультибислои 
дипальмитоилфосфатидилхолина (ДПФХ) антибактериальных препаратов класса бисчетвертичных 
аммониевых соединений (БЧАС) – декаметоксина, этония, тиония, а также органических кислот – 
гентизиновой, салициловой и ацетилсалициловой (АСК) (рис. 1).  

 
Рис. 1. Квазибинарные фазовые диаграммы систем «БЧАС – АСК» в мультибислоях ДПФХ (n – мольная доля БЧАС). 

 
Индивидуальное мембранотропное действие каждого из исследованных БАВ являлось 

разупорядочивающим (понижение Тm), тогда как при совместном введении разупорядочивающее действие 
нивелировалось, вплоть до появления эффектов упорядочения (повышение Тm). Параллельно с помощью 
метода масс-спектрометрии было обнаружено образование устойчивых комплексов индивидуальных БАВ 
с молекулами ДПФХ, а также комплексов диссоциированных основных и кислотных БАВ в присутствии 
ДПФХ [2]. Обнаруженная ассоциация катионных и анионных форм БАВ рассматривается как возможный 
механизм изменения характера мембранотропного действия основных и кислотных агентов при их 
совместном применении. Таким образом, с помощью предложенной методики для всех исследованных 
систем установлены эффекты антагонизма мембранотропного действия БАВ.  
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Nowadays, development of novel series of drugs and biologically active substances (BASs) is actively under 

way, in particular, for uses in combined pharmacotherapy. These are the reasons why the problem of varying of 
the activity of an individual BAS in the presence of other ones is of significant importance.  In the present work, a 
new methodology is developed, which gives an opportunity to establish changes in the mebranotropic activity of 
an individual BAS under conditions of combined application. The methodology developed concerns examination 
of membranotropic action of various BASs, including drugs with antimicrobial activity, using a biomimetic medium 
based on multibilayer phospholipid membranes by differential scanning calorimetry method  [1] and investigation 
of intermolecular interactions of BAS and phospholipids molecules by mass spectrometry technique [2]  .  

The effects of BASs combined membranotropic action can be clearly demonstrated by means of quasi-binary 
diagrams. These diagrams show ∆Тm (the membranes main phase transition temperature shifts) as function of 
parameter n (i.e., molar ratio of one of the BASs to the whole BASs content).  The phospholipid medium is 
considered as a matrix where specific BASs interactions are manifested as deviations of calorimetric parameters 
from additivity. Maximal deviation points correspond to the most favorable stoichiometry of the intermolecular 
complexes formed in the quasibinary system. The efficiency of the methodology developed has been tested for 
combined action of some antimicrobial agents (bisquaternary ammonium compounds (BQAC) decamethoxinum, 
aethonium, thionium) and organic acids (gentisic, salicylic and acetylsalicylic (ASA)) in 
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) multibilayers (Fig. 1). 

 
 

Fig. 1. Quasibinary phase diagrams for systems  “BQAC - ASA” in DPPC multibilayers (n – BQAC molar fraction). 
 

Although individual membranotropic action of each BAS was disordering, i.e. leading to a decrease in the  
main phase transition temperature (Тm), under combined action of the BASs the effects observed were of the 
opposite nature, i.e., ordering (reflected in Тm increasing). Formation of stable complexes between the individual 
BASs and DPPC molecules, as well as between dissociated acidic and basic forms of the BASs, was revealed by 
means of mass-spectrometry [2]. The effects observed are considered as a possible molecular mechanism the 
peculiarities of the combined membranotropic action of BASs described above. Thus, using the methodology 
developed, effects of membranotropic action antagonism were established for the BASs studied.  
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Нами изучена противораковая активность производных 1,3-тиазола (I - III) и 1,3-оксазола (IV - VI), 

которые содержат: сульфонильную группу в положении 4 (I, IV), сульфонильную группу в положении 5 (V), 
сульфамидную группу в положении 5 (VI), 2,4-дисульфонильные производные (II) и 4,5-дисульфонильные 
производные (III). 
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Самый высокий уровень противораковой активности был обнаружен у 4-арилсульфонил-5-пиперазино-
1,3-тиазолов. Визуализация паттернов активности с помощью многомерного шкалирования матрицы 
корреляционных расстояний дает возможность разбить проанализированные соединения на три паттерна 
(см. рис.). К первому паттерну относятся тиазолы типа (I, II), ко второму – 5-арилсульфонил-4-циано-1,3-
оксазолы типа (V, VI), к третьему – тиазолы и оксазолы с пиперазиновым фрагментом в положении 5 (I, 
IV). Это указывает на три разных механизма действия. 

 
  

I, II 

I, IV 

V, VI 

 

 

 



 
 

 324

STUDY OF THE ANTICANCER ACTIVITY OF DERIVATIVES 1,3-THIAZOLE AND 1,3-OXAZOLE 
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Anticancer activity of 1,3-thiazole (I - III) and 1,3-oxazole (IV - VI) derivatives have been studied which contain 
a sulfonyl group in position 4 (I, IV), a sulfonyl group in position 5 (V), a sulfonamide group in position 5 (VI), 2,4-
disulfonyl derivatives (II) and 4,5-disulfonyl derivatives (III). 
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The highest level of anticancer activity was detected for a many 4-arylsulfonyl-5-piperazin-1,3-thiazoles. Using 
multidimensional scaling of the correlation matrix of distances in visualizing patterns of activity allows to divide 
analyzed compounds into three patterns (see Fig.). The first pattern includes thiazoles type (I, II), the second – a 
5-arylsulfonyl-4-cyano-1,3-oxazoles of type (V, VI), the third – thiazoles and oxazoles with piperazine moiety in 
position 5 (I, IV). This indicate three different mechanisms of action. 
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ДОСЛІДЖЕННЯ ВПЛИВУ КАЛІКСАРЕНУ  С-90 НА АКТИВНІСТЬ Са2+,Mg2+-АТРази ПЛАЗМАТИЧНОЇ 
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Са2+,Mg2+-АТРаза плазматичної мембрани виконує дві фундаментальні функції в гладеньком’язовій 
клітині: 1. підтримує низьку концентрацію іонів Са в розслаблених міоцитах, компенсуючи повільне 
«базальне» надходження цих іонів у незбуджену клітину; 2. забезпечує зниження концентрації Са2+ в 
міоплазмі після скорочення м’язу, і, отже, вносить внесок у релаксацію м’язової напруги [1]. Для 
подальшого дослідження функціональної ролі Са2+,Mg2+-АТРази у регуляції внутрішньоклітинної 
концентрації іонів Са у гладеньких  м’язах необхідно використання селективних високоефективних 
інгібіторів цього ензиму. І в якості нових високоефективних інгібіторів перспективними є каліксарени - 
макроциклічні сполуки, які отримують циклоконденсацією пара-заміщених фенолів і формальдегіду [2]. 

У попередніх дослідах, було знайдено, що калікс[4]арен С-90 (5,11,17,23-
тетра(трифтор)метил(фенілсульфониліміно)-метиламіно-25,26,27,28-тетрапропоксі-калікс[4]арен, рис. 1) 
ефективно пригнічує активність Са2+,Mg2+-АТРази плазматичної мембрани клітин міометрія, при цьому він  
практично не впливає на ензиматичні активності Na+,K+-АТРази і “базальної” Mg2+-АТРази.  

Проте властивості та механізм інгібувальної дії зазначеного 
калікс[4]арену на Са2+,Mg2+-АТРазну активність не з’ясовано.  Тому ми 
досліджували вплив калікс[4]арену С-90 та його аналогів на активність 
Са2+,Mg2+-АТРази. 

“Загальну” АТРазну активність визначали у стандартному середовищі 
(об’єм – 0,4 мл), яке містило (мМ): 3 АТР, 3 MgCl2, 0,95 CaCl2, 25 NaCl, 
125 КCl, 1 ЕГТА, 20 Hepes-tris-буфер (рН 7,4), 1 NaN3, 1 уабаїн, 0,1 мкМ 
тапсигаргін і 0,1 % дигітонін. Са2+,Mg2+-АТРазну активність 
розраховували по різниці між величинами АТРазних активностей за 
присутності та відсутності в середовищі інкубації екзогенних іонів Ca (на 
фоні присутності 1 мМ ЕГТА – специфічного хелатора іонів Са). 

Калікс[4]арен С-90 був синтезований в Інституті органічної хімії НАНУ 
під керівництвом член-кор. НАНУ В.І. Кальченка. 

Рис. 1. Калікс[4]арен С-90.       Калікс[4]арен  С-90 дозозалежно пригнічує активність  Са2+,Mg2+- АТРази, 
                                                    значення коефіцієнту  інгібування І0,5 становить 20,2 ± 0,5 мкМ.  Модельні  

сполуки: «калікс[4]аренова чаша» калікс[4]арен С-150 (25,27-дипропоксикалікс[4]арен) та модельний 
сульфониламідин – сполука М-1 (N-(4-етоксифеніл)-N’-(фенілсульфонил)-трифторометилацетімідоамід) 
незначно пригнічують активність Са2+,Mg2+-АТРази (лише на 12-13 %).  Інгібувальна дія калікс[4]арену С-90 
на активність Са2+,Mg2+-АТРази передусім пов`язана саме з кооперативним впливом чотирьох просторово 
орієнтованих на калікс[4]ареновій платформі фенілсульфонил-трифторометилацетатімідоамідних груп, а 
не з дією суто тетрафенольного макроциклу чи з дією окремих фармакофорних сульфониламідинових 
груп. 

Ми досліджували дію калікс[4]арену С-716 (5,17-ди(трифтор)метил(фенілсульфониліміно)метиламіно-
11,23-дитретбутил-25,27-дипропоксі-калікс[4]арен), який на відміну від калікс[4]арену С-90, має лише дві 
фенілсульфоніламідінові групи, що знаходяться на протилежних фенольних залишках калікс[4]аренової 
«чаші». Каліксарен С-716 ефективно та дозозалежно гальмує активність Са2+,Mg2+-АТРази, величина 
коефіцієнту інгібування І0,5 становить 53,4+3,5 мкМ. Тобто, цей калікс[4]арен виявив подібну ефективність 
дії, як і калікс[4]арен С-90. Отже для інгібування Са2+,Mg2+-АТР-ази необхідно щоб молекула калікс[4]арену 
мала як мінімум дві фенілсульфоніламідінові групи на верхньому вінці макроциклу. Очевидно також, що під 
час інгібування Са2+,Mg2+-АТРази калікс[4]ареном С-90 задіяні лише дві фенілсульфоніламідінові групи, а 
решта цих груп або не приймають участі у взаємодії з ензимом, або взаємодія з ними певних залишків 
амінокислот не впливає на активність ензиму. 

Дані цієї роботи можуть слугувати підґрунтям для розробки, на основі калікс[4]арену С-90, ефективних 
інгібіторів Са2+,Mg2+-АТРази. Передбачається, що отримані експериментальні дані матимуть важливе 
значення для з`ясування мембранних механізмів катіонного обміну у гладеньких м`язах, зокрема, під час 
вивчення ролі плазматичної мембрани в забезпеченні електромеханічного спряження в них, а також в 
регуляції іонного гомеостазу в ГМК. 

Автори висловлюють подяку член-кор. НАНУ В.І.Кальченку (Інститут органічної хімії НАНУ) за люб’язно 
наданий каліксарен та член-кор. НАНУ С.О.Костеріну (Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна НАНУ) за цінні 
рекомендації під час обговорення експериментальних результатів. 
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THE EFFECT OF CALIXARENE C-90 ON Ca2+,Mg2+-ATPase ACTIVITY 
OF SMOOTH MUSCLE CELL PLASMA MEMBRANE 

 
Veklich Т.О., Shkrabak О.А., Mazur I.I. 

 
O.V. Palladin Institute of Biochemistry of NAS of Ukraine, Кyiv 

e-mail: veklich@biochem.kiev.ua 
 

Са2+,Mg2+-АТРаse of plasma membrane has two fundamental functions in smooth muscle cells: 1. 
maintaining low concentration of Ca ions in relax myocytes that is compensate slow “basal” entry of mentioned 
ions into nonexcited cells; 2. decreasing of Ca ion concentration in myoplasm after muscle contraction and, 
consequently, take part in muscle relaxation [1].  

 Selective and high effective inhibitors of this enzyme are necessary to use for further investigation of 
Са2+,Mg2+-АТРаse functional role in regulation of intracellular concentration of Ca ions in smooth muscles.  
Macrocyclic compaunds - calixarenes can be used as such novel perspective high effective inhibitors which are 
synthesized with reaction of cyclo-condensation of p-substituted phenols and formaldehyde [2]. 

In our previous experiments we found that calix[4]arene C-90 (5,11,17,23-tetra(tri 
fluoro)methyl(phenilsulphonilіmіnо)-methylamino-25,26,27,28-tetrapropoxy-calix[4]arene, fig. 1) efficiently 
inhibited the Са2+,Mg2+-ATPase of uterus myocite plasma membrane while they did almost not influence on the 
“basal” Mg2+-АТРase and Na+,K+-АТРаse activities.  

However properties and inhibition mechanism of mentioned calix[4]arene 
on the Са2+,Mg2+-АТРаse activity have not known yet. That is why we 
desided to investigate the effect of calix[4]arene C-90 and its analogs on the 
activity of Са2+,Mg2+-АТРаse more thoroughly.  

General ATPase activity was determined in the myometrium plasma 
membrane fraction, at 37 оС in the standard incubation medium, which 
contained (mM): 3 АТР, 3 MgCl2, 125 NaCl, 25 КCl, 1 ЕGТА, 20 Hepes-tris-
buffer (рН 7.4), 1 NaN3, 0.1 µM thapsigargin and 0.1 % digitonin. Са2+,Mg2+-
ATPase activity was calculated as the difference between magnitudes of 
general ATPase in the presence and absence of endogenous Ca ions (0.95 
mM). 

All calixarenes and compound M-1 were synthesized in the Institute of 
Organic Chemistry of NAS of Ukraine under guidance of corresponding  

    Fig. 1. Calix[4]aren С-90               member of NASU V.I. Kalchenko. 
Calixarene С-90 decreased the Са2+,Mg2+-АТРase activity, the magnitude of inhibition coefficient І0.5 was 20,2 ± 

0,5 µМ.  Model compaunds: «calix[4]arene bowl» calixarene С-150 (25,27- dipropoxycalix[4]arene) and 
sulphonilamidine – М-1 (N-(4-ethoxyphenil)-N’-(phenilsulphonil)- trifluoromethylacetimidoamide) slightly decreased 
the activity of the Са2+,Mg2+-АТРase (only on 12-13 %).  Hence, the influence of calix[4]arene С-90 on the 
enzimatic activity was caused by the cooperative action of substituents on the upper rim of the calixarene bowl 
rather than simple action of a separate chemical group of the calix[4]arene C-90. 

We researched the influence of calixarene С-716 (5,17-di(trifluoro)methyl(phenilsulphonilіmіnо)methylamino-
11,23-ditertbutyl-25,27-dipropoxy-calix[4]arene), which differ from calix[4]aren C-90 by presence only two 
phenilsulphonilamidine groups, located on opposite phenolic residues of calyx[4]arene “bowl”. Calix[4]arene С-
716 effectively inhibited the Са2+,Mg2+- АТРase activity, the magnitude of inhibition coefficient І0.5 was 53,4 ± 3,5 
µМ. Therefore, this calixarene showed similar efficiency to calix[4]arene C-90. Thus, at least two 
phenilsulphonilamidine groups on the upper rim of the macrocycle are necessary for inhibition of Ca2+,Mg2+-
ATPase. Probably, only two phenilsulphonilamidine groups of calix[4]arene C-90 take part in mechanism of 
Ca2+,Mg2+-ATPase inhibition and do not interact with enzyme, or do it but such interaction do not influence on 
enzyme activity. 

The results of our research can be foundation for design of new effective Са2+,Mg2+-АТРase inhibitors on the 
base of calix[4]arene C-90. We consider that obtained data will be useful for subsequent investigation of 
membrane mechanisms of cation exchange in smooth muscles and also for investigation of plasma membrane 
participation in electromechanical coupling and regulation of ionic homeostasis in smooth muscle cells.  

We are thankful to corresponding member of NASU V.I. Kalchenko (Institute of Organic Chemistry, NASU) for 
kindly given calix[4]arenes and corresponding member of NASU S.O. Kosterin (O.V. Palladin Institute of 
Biochemistry, NASU) for valued advices during discussion of our investigation results. 
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СИНТЕЗ ТА БІОЛОГІЧНА АКТИВНІСТЬ ПІРАЗОЛВМІСНИХ БІСФОСФОНАТІВ  
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Бісфосфонати – синтетичні аналоги неорганічного пірофосфату широко використовуються в терапії 
захворювань кісткової тканини (остеопороз, коксартроз, остеопенія, порушення остеогенезу тощо) завдяки 
здатності ефективно гальмувати процеси демінералізації кісток. Фосфатні та гідроксильна групи 
бісфосфонатів забезпечують високу афінність до кристалів гідроксиапатитів матриксу кістки та значну 
локальну концентрацію, а бічні ланцюги центрального карбону обумовлюють здатність інгібувати 
резорбцію кісткової тканини. Зв’язуючись з остеокластами (клітинами, що здійснюють резорбцію кістки) 
бісфосфонати значно знижують їх функціональну активність, зокрема інгібують остеокластогенез 
(диференціацію макрофагів у зрілі остеокласти), посилюють апоптоз, а відтак, зменшують кількість 
активних остеокластів. Антирезорбтивний потенціал бісфосфонатів з різними хімічними модифікаціями 
бічних ланцюгів коливається в широких межах, що стимулює розробку нових похідних з більш високою 
ефективністю, а відповідно зниженням лікувальної дози препарату. 

Мета роботи – розробити препаративні методи синтезу нітрогенвмісних бісфосфонатів (піразолвмісні 
аналоги) нового покоління та дослідити їх ефективність у нормалізації  мінерального обміну й структурно-
функціонального стану кісткової тканини при аліментарному остеопорозі. 

Синтезовано та відібрано три найбільш перспективні представники піразолвмісних бісфосфонатів з 
різною довжиною лінкера, що зв’язує бісфосфонатний фрагмент з піразольним ядром та способом 
приєднанням лінкера до атома нітрогену або карбону піразолу загальної формули 1. 

                                  
Дослідження біологічної активності препаратів проводили на щурах з експериментальним 

аліментарним остеопорозом. У сироватці крові визначали вміст кальцію, неорганічного фосфату, 25-
гідроксихолекальциферолу (25OHD3), активність лужної фосфатази та її ізоформ.  Гістологічні дослідження 
кісткової тканини проводили на зрізах забарвлених гематоксиліном Бомера та еозином. Розвиток 
остеопорозу підтверджено остеометричними, гістоморфологічними змінами структурної організації 
епіфізарного хряща, великогомілкової кістки та порушеннями мінерального обміну у цій тканині (зниження 
зольності, вмісту кальцію і фосфору у золі порівняно із показниками контрольних тварин). У структурі 
тканини стегнової та великогомілкової кісток щурів спостерігалось стоншення шару компактної тканини,  
порушення формування остеонів, вставних пластинок та внутрішніх оточуючих кісткових пластинок. У 
епіфізарному хрящі кісток виявлено потовщення переважно за рахунок зони гіпертрофованих хрящових 
клітин та сповільнення процесу вростання судин, що в сукупності свідчить про гальмування остеогенезу. 
За аліментарного остеопорозу суттєво (майже в 3 рази) знижувався рівень 25ОНD3 в сироватці крові, за 
вмістом якого діагностується ступінь забезпеченості організму вітаміном D3, розвивалась гіпокальціємія, 
гіпофосфатемія та підвищувалась активність лужної фосфатази – біомаркеру стану кісткової тканини. 

Синтезовані бісфосфонати та препарати порівняння – метиленбісфосфонову кислоту (МБФК) і 
алендронат вводили щурам із аліментарною формою остеопорозу протягом 30 діб per os по 0,17 мг на 100 
г маси тіла. Показано, що досліджувані бісфосфонати, подібно до препарату порівняння – МБФК, 
посилюють мінеральний обмін у щурів з аліментарною формою остеопорозу за маркерними показниками 
крові та кісткової тканини. Зокрема, зростав вміст кальцію за рахунок його біологічно активної  
ультрафільтрувальної фракції, фосфатів та знижувалась активність кісткового ізоензиму лужної 
фосфатази в сироватці крові. Підвищувалась зольність та вміст кальцію і фосфору  у золі великогомілкової 
кістки. Найвищу ефективність щодо нормалізації порушень мінерального обміну за аліментарного 
остеопорозу виявляв бісфосфонат в якому лінкер, що зв’язує бісфосфонатний фрагмент з піразольним 
ядром приєднаний до атома  карбону піразолу. Виходячи з взаємодоповнюючої дії бісфосфонатів та 
вітаміну D3 в нормалізації порушень метаболізму кісткової тканини за різних типів її патології, а саме 
інгібування процесу резорбції та посилення остеогенезу, перспективним є синтез нових нітрогенвмісних 
бісфосфонатів, що будуть виявляти синергізм дії з вітаміном D3.  

Робота виконана в рамках цільової комплексної Програми фундаментальних досліджень НАН України 
«Фундаментальні проблеми створення нових речовин і матеріалів хімічного виробництва». 
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Bisphosphonates are synthetic analogues of inorganic pyrophosphate, which are widely used in the 
treatment of bone diseases (osteoporosis, coxarthrosis, osteopenia, impairment of osteogenesis, etc.) due to their 
ability to effectively inhibit bone demineralization. Phosphate and hydroxyl groups of bisphosphonates possessing 
high affinity for hydroxyapatite crystals of bone matrix, provide high local concentrations of these compounds in 
the tissue. It is known that side substituents at the central carbon atom in molecules of bisphosphonates 
contribute to their ability to inhibit bone resorption. When binding to the surface of osteoclasts (cells that perform 
bone resorption), bisphosphonates can significantly decrease the functional activity of these cells. In particular, 
they inhibit osteoclastogenesis (macrophage differentiation into mature osteoclasts) and enhance apoptosis thus 
leading to the reduced number of active osteoclasts. Antiresorptive properties of bisphosphonates with different 
chemical modifications of side chains tend to vary widely that promote the synthesis of new derivatives with 
higher efficiency, capable of reducing the therapeutic doses of drugs. 

The study was focused on the development of preparative methods for the synthesis of a new generation 
nitrogen-containing bisphosphonates (pyrazol-containing analogues) and investigation of their effectiveness in 
normalizing impaired mineral metabolism and structural-functional state of bone tissue associated with alimentary 
osteoporosis.It was selected three most promising pyrazole-containing bisphosphonates with the following 
general formula 1 that were synthesized by using different methods of attaching a linker to nitrogen or carbon 
atoms of pyrazole core. These compounds are also characterized by different length of linker that connects 
bisphosphonate fragment with pyrazole moiety. 

                                 

n = 0, 1, 2, 3
X = H, F, OH

1

R'

X

P(O)(OH)2

P(O)(OH)2
(CH2)n

N

R

N

 
The study of the biological activity of synthesized drugs was carried out on rats with experimental dietary 

(alimentary) osteoporosis. The levels of calcium, inorganic phosphates, 25-hydroxycholecalciferol (25OHD3) as 
well as the activity of alkaline phosphatase and its isoforms were determined in blood serum. Histological 
examination of bone tissue was performed on sections stained with hematoxylin and eosin Bomer. The 
development of osteoporosis was confirmed by osteometric and histomorphological changes in the structural 
organization of the epiphyseal cartilage of the tibia and abnormal mineral metabolism in this tissue (reduced ash 
content, lower calcium and phosphorous levels in the ash compared to control animals). The changes in the 
tissue structure of femurs and tibia involved the thinning of compact tissue layer, the impairment of formation of 
osteons, lamellae and internal surrounding lamellae. It was revealed the thickening of bone epiphyseal cartilage, 
mostly occurring due to the zone of hypertrophied cartilage cells, and retarded process of vessels formation in the 
bone, indicative of osteogenesis slowing. Diseased rats showed significant (almost 3-fold) decrease in blood 
serum 25OHD3 level, which reflects reliably vitamin D3 status. Osteoporosis was also found to be associated with 
hypocalcemia, hypophosphatemia and elevated activity of alkaline phosphatase (biomarker of bone tissue). 

New synthesized bisphosphonates and reference drugs (methylenbisphosphonic acid - MBPA, alendronate) 
were administered to rats with dietary osteoporosis at dose 0.17 mg /100 g b.w. per os for 30 days. It was shown 
that administration of synthesized bisphosphonates, to the same extent as MBPA, caused considerable increase 
in the mineral metabolism rate in diseased animals as it is evident from marker indices of bone tissue and blood. 
In particular, increased contents of phosphates and calcium, preferentially due to its biologically active 
ultrafiltrating fraction, and decreased activity of bone alkaline phosphatase isoenzyme were found in serum. 
Animals treated with bisphosphonates have also shown an increase in the amount of ash obtained from the tibia 
and the levels of calcium and phosphorus in bone ash. One of the synthesized compounds that contains a linker 
connecting bisphosphonate moiety with pyrazole attached to carbon atom of pyrazole, showed the highest 
efficiency in correction abnormalities of mineral metabolism related to osteoporosis. Given the complementary 
effects of bisphosphonate and vitamin D3 in the normalization of metabolic disorders of bone tissue under various 
pathologies, acting through inhibition of bone resorption and promoting bone formation, the synthesis of new 
bisphosphonates that can act synergistically with vitamin D3 may be promising. 

The study was conducted as a part of the targeted complex program of fundamental research of NAS of Ukraine 
«Fundamental problems of chemical production of new substances and materials». 
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ОСОБЕННОСТИ АНАЛЬГЕТИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 
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Изохинолины как фармакологические агенты привлекают внимание со времени их открытия. 
Характерным для этого класса соединений является проявление разнообразной фармакологической 
активности. Это справедливо как для природных, так и для синтетических производных ихохинолина. 
Соединения этого класса активны в отношении центральной и периферической нервной системы. Среди 
производных изохинолина известны агонисты опиоидных рецепторов и блокаторы фосфодиэстеразы. 
Изучение механизмов ноцицепции и эндогенных антиноцицептивных процессов приводят к поискам 
анальгетиков среди агонистов, проявляющих аффинность к рецепторам серотонина, рецепторам 
брадикинина, адренорецепторам, каннабиоидным рецепторам, рецепторам возбуждающих аминокислот. 

В Институте технической химии УрО РАН в результате скрининговых исследований было выявлено 
соединение – 6-(3,3-диметил-3,4-дигидроизохинолин-1-ил)аминогексановая кислота (аминокапроизохин) – 
потенциальный анальгетик. Соединение легко растворимо в воде, относится к классу малотоксичных 
веществ. Его анальгетическая активность выше, чем у анальгина, индометацина и других ненаркотических 
анальгетиков. Аминокапроизохин не обладает противовоспалительной активностью, жаропонижающим 
действием и гастротоксичностью. Данное соединение не оказывает угнетающего влияния на 
двигательную и исследовательскую активность. Аминокапроизохин не вступает в синергизм с баклофеном 
и нет оснований утверждать, что анальгетический эффект аминокапроизохина опосредуется ГАМК-
рецепторами. При исследовании влияния аминокапроизохина на опиоидную систему организма с 
помощью селективных блокаторов опиоидных рецепторов было установлено, что мишенью 
анальгетического действия аминокапроизохина являются δ-опиоидные рецепторы. Анальгетический 
эффект аминокапроизохина при активации адренергической системы йохимбином увеличивается по силе 
и продолжительности действия в тесте «горячая пластинка», не изменяется в тесте «горячей пластинки в 
условиях воспалительной реакции» и исчезает в тесте «уксусные корчи». Флуоксетин во всех тестах не 
изменяет анальгетической активности аминокапроизохина. При блокаде серотониновых рецепторов 1А и 2 
типа анальгетическое действие аминокапроизохина исчезает во всех трех тестах. 

 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (№11-03-00368а.) 
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Isoquinolines as pharmacological agents attract attention from the time of their discovery. Characteristic of this 

class of compounds is the appearance of a variety of pharmacological activities. This is true for both natural and 
synthetic derivatives of isoquinoline. Compounds of this class are active against the central and peripheral 
nervous system. Isoquinoline derivatives are known as opioid receptor agonists and phosphodiesterase blockers. 
Study the mechanisms of nociception and endogenous antinociceptive processes lead to a search of analgesics 
agonists that exhibit affinity for 5-HT receptors, bradykinin receptors, adrenoreceptors, cannabinoid receptors, 
receptors of excitatory amino acids. 

The Institute of Technical Chemistry, Ural Branch of RAS, as a result of screening revealed compound – 6-
(3,3-dimethyl-3,4-dihydroisoquinolin-1-yl)aminohexanoic acid (aminocaproisoquine) – a potential analgesic. The 
compound is easily soluble in water, belongs to a class of low-toxic substances. Its analgesic activity is higher 
than that of metamizole sodium, indomethacin and other non-narcotic analgesics. Aminocaproisoquine not have 
anti-inflammatory activity, antipyretic activity and gastrotoxicity. This compound has no depressant effect on motor 
and exploratory activity. Aminocaproisoquine not enter into synergy with baclofen and there is no evidence to 
suggest that its analgesic effect is mediated GABA receptors. In a study of the effect on opioid system using 
selective opioid receptor antagonists, it was found that the targets of analgesic action of aminocaproisoquine are 
δ-opioid receptors. The analgesic effect of aminocaproisoquine during the adrenergic activation of yohimbine 
increases in strength and duration in the „hot plate“ test, does not change in the „hot plate in the inflammatory 
response“ and desappears in the „acetic writhings“ test. Fluoxetine in all the tests does not alter the analgesic 
activity of aminocaproisoquine. The blockade of 5-HT receptors 1A and 2 type leads to the desappearance  of 
analgesic action of aminocaproisoquine in all three tests. 
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З’ясування патогенетичних механізмів розвитку злоякісних новоутворень, зокрема раку яєчника, 
вивчення механізму дії протипухлинних препаратів, пошук прогнозтичних маркерів з метою оптимізації 
діагностики та лікування хворих є актуальною проблемою.  Продукти секреції пухлинних клітин мають 
токсичну дію на всі органи та тканини і, в цьому плані, одним із найбільш доступних об’єктів досліджень є 
лімфоцити периферичної крові, які є ключовими клітинами імунної системи та забезпечують 
компенсаторно-пристосувальні реакції в організмі.  Зараз активно вивчається роль NO-залежних 
механізмів у розвитку багатьох захворювань, зокрема злоякісних новоутворень [1,2,3]. Для синтезу NO за 
участі фермента NO-синтази субстратом є L-аргінін, однак ця амінокислота є і субстратом для аргінази. 
Аргіназа, як конкуруючий за субстрат фермент здатна істотно впливати на активність NO-синтазної реакції 
і належить до важливої ланки у розвитку багатьох патологічних станів організму. Ймовірно, аргіназо-NO-
синтазна система також задіяна в механізмах дії протипухлинних препаратів.  

Метою даної роботи було дослідження властивостей  аргінази лімфоцитів периферичної крові при  раку 
яєчника у жінок, до та після лікування з використанням циклофосфану ((RS)-2-[bis(2-
хлоретил)аміно]тетрагідро-2Н-1,3,2-оксазафосфорин 2-оксид). 

Циклофосфан – цитостатичний препарат, механізм дії якого включає утворення поперечних зшивок між 
ланцючами ДНК, а також інгібування біосинтезу білка. Він також має виражену іміносупресивну дію з 
переважним пригніченням активності В- і Т-лімфоцитів. Лімфоцити виділяли з свіжоотриманої 
гепаринізованої крові хворих на рак яєчника та клінічно здорових жінок у градієнті концентрації фікол-
урографіну. Для розкриття латентних ферментативних активностей їх обробляли 0,2 % сапоніном.  

Показано, що активність аргінази лімфоцитів у хворих на рак яєчника жінок у 3,8 раза вища ніж у 
клінічно здорових. Після оперативного та хімотерапевтичного лікування з використанням циклофосфану, 
активність аргінази знижувалась, однак залишалась вищою контрольних значень в 1,7 раза. Вивчені 
кінетичні характеристики цього фермента. Слід відмітити, що L-аргінін є необхідним субстратом для росту 
ряду пухлин, а «голодування» за аргініном призводить до зупинки їх росту. 

Таким чином, можна стверджувати, що має місце достовірне зростання активності аргінази у 
лімфоцитах периферичної крові хворих на рак яєчника, що призводить до конкуренції з NO-синтазним 
шляхом метаболізма L-аргініну та порушення метаболічних процесів у цих клітинах. Використання 
циклофоссфану в хімотерапії раку яєчника спричиняє в значній мірі нормалізацію активності аргінази. 
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Elucidation of the pathogenic mechanism of malignant tumours, including ovarian cancer, study of the 
mechanism of action of anticancer drugs and search of prognostic markers to optimize the diagnosis and 
treatment of patients are an urgent problem. Secretory products of tumor cells have a toxic effect on all organs 
and tissues. In this regard, one of the most accessible objects for research are peripheral blood lymphocytes, 
which are key cells of the immune system and provide compensatory-adaptive reactions in the body. 

Nowadays the role of NO-dependent mechanisms in the progression of various diseases, including 
malignancies, has been studying extensively [1, 2, 3]. NO is synthesized from L-arginine, a common substrate for 
NO-synthase and arginase. Since NO-synthase and arginase compete for the same substrate, arginase can 
affect NO synthase activity and is important component in the progression of various pathological conditions. 
Probably arginase/NO-synthase system is also involved in the mechanisms of action of anticancer drugs. 

The aim of present work is to study the properties of arginase in peripheral blood lymphocytes in ovarian 
cancer patients before and after treatment with cyclophosphamide ((RS)-N,N-bis(2-chloroethyl)-1,3,2-
oxazaphosphinan-2-amine 2-oxide). 

Cyclophosphamide is a cytotoxic drug mechanism of action of which involves the formation of cross-links 
between DNA chains and the inhibition of protein synthesis. It also has a pronounced immunosuppressive effect 
on predominant inhibition of B-and T-lymphocytes. Peripheral blood lymphocytes were isolated from heparinized 
peripheral whole blood by ficoll-triombrast density gradient. For detection of latent enzymatic activities 0.2 % 
saponin was used as the detergent for membrane permeabilization. 

It has been shown that the arginase activity in ovarian cancer patients is in 3.8 times greater than in practically 
healthy donors. After surgical and chemotherapeutic treatment with cyclophosphamide the arginase activity 
decreases and is in 1.7 times greater in comparison with its control value. The kinetic parameters of arginase 
have been studied. It should be noted that L-arginine is an essential substrate for the growth of some tumors. 
Arginine deficiency leads to stop of tumor growth. 

Thus, a significant increase in arginase activity in peripheral blood lymphocytes of ovarian cancer patients 
leads to competition with NO-synthase pathway of L-arginine metabolism and metabolic disorders in these cells. 
Application of cyclophosphamide in chemotherapy of ovarian cancer causes the normalization of arginase activity. 
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На сьогодні високі показники захворюваності на рак шлунково-кишкового тракту (45-55 випадків на 100 

тисяч населення) спостерігаються у багатьох країнах, обумовлюючи актуальність пошуку ефективних  
засобів профілактики раку. Аналіз літератури показав, що перспективними у цьому відношенні можуть бути 
фенольні сполуки, до яких належить пігмент меланін [1].   

Метою даної роботи було дослідження цитопротекторних властивостей меланіну чорних дріжджів при 
експериментальній гіпергастринемії, яка була викликана тривалим введенням омепразолу. Омепразол та 
меланін вводили щурам інтраперитонеально протягом 28 діб, після чого парафінові зрізи товстого 
кишечника зафарбовували гематоксиліном Бьомера та еозином.  

При гіпергастринемії нами відмічені диспластичні зміни в слизовій оболонці кишечника – гіпертрофія 
слизової оболонки, атрофія крипт, порушення полярності епітеліоцитів, поява недиференційованих клітин, 
збільшення ядерно-цитоплазматичного відношення в клітинах залоз та гіперхромність ядер 
ендокриноцитів. Також в слизовій спостерігається виражений процес запалення: у власній пластинці 
відбувається розширення та повнокрів’я судин і вихід нейтрофілів із судин в строму. 

При одночасному введенні омепразолу та меланіну спостерігається тенденція до нормалізації 
досліджуваних показників. В слизовій оболонці відмічались правильної форми та висоти залози. Але 
ширина слизової оболонки залишається збільшеною в порівнянні з контрольною групою. 
Недиференційовані клітини спостерігаються у незначній кількості. Запалення в слизовій оболонці не 
спостерігається. Меланін також зменшує число крововиливів в слизову оболонку кишечнику.   

Отже, всі наведені показники засвідчують у певній мірі цитопротекторні властивості меланіну. Механізм 
дії меланіну пов’язують з активацією рецепторів, що активують проліферацію пероксисом (PPARγ) [Siddiqui 
et al, 2006]. Раніше нами було показано, що введення агоніста PPАRγ-рецепторів піоглітазону приводить 
до зникнення диспластичних змін та запалення в слизовій оболонці шлунка та кишечника, які виникали при 
тривалій гіпергастринемії [Вороніна та ін., 2010]. 

Таким чином, можна сказати, що агоністи PPARγ, які викликають диференціацію клітин, є 
перспективними для створення нового класу антипухлинних препаратів. Серед них особливе місце займає 
меланін, який є нетоксичним та не справляє патогенної дії. 
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The need of gastric and colorectal cancer effective prevention tools results from their high prevalence 
observed in many countries worldwide (up to 45-55 cases per 100 000 men and women per year). Phenolic 
substances are considered to be prospective agents for this purpose, especially melanin [Bhattacharya et al, 
2007]. 

This study was aimed to evaluate cytoprotective properties of black yeast-derived melanin during 
hypergastrinemia induced by long-term exposure to omeprazol. Omeprazol (14 mkg/kg bw, i.p., daily) and 
melanin (0,1 mg/kg bw, i.p., daily) were injected in rats during 28 days, followed by a microscopic investigation of 
paraffin-embedded and hematoxylin/eosin-stained sections of the colon.  

Colonic mucosal dysplasia, induced by hypergastrinemia, was considered histologically and cytologically and 
identified by mucosal hypertrophy, atrophy and altered nuclear polarity of glandular epithelium, appearance of 
immature low-differentiated cells and hyperchromatic enlarged nuclei of glandular cells. Acute inflammatory 
response was clearly observed in colonic mucosa as well, showed by local dilation and congestion of blood 
vessels and infiltration of neutrophils. 

Melanin injected to omeprazol-treated rats was found to cause some recovery of the evaluated criteria, 
determined by histological appearance of well-shaped mucosal glands, with some immature cells and sometimes 
widened mucosa, as compare to the control rats. No signs of inflammation and less hemorrhaging colon mucosa 
were observed.  

These observations indicate that melanin may be protective in rat colonic mucosa, as it effectively recovered 
hypergastrinemia-induced changes. The suggested mechanism may involve activation of peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARγ) [Siddiqui et al, 2006]. This corresponds to our recent findings that PPАRγ-
agonist pioglitazone prevented long-term hypergastrinemia-induced dysplasia and inflammation in gastric and 
intestinal mucosa in rats [Voronina et al, 2010].  

Thus, PPАRγ-agonists, promoting cell differentiation, may be promising as representatives of a new group of 
anti-tumour substances. Among them, melanin is of special interest, due to its intoxicity and non-pathogenicity.   
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Индукторы функционирования системы гемостаза, выделенные из змеиного яда, влияют 
непосредственно на белок-мишень, превращая его в активную форму. Эта особенность является 
значимой, поскольку позволяет исключить влияние многочисленных белков, участвующих в каскадах 
свертывания и фибринолиза [1-3]. 

Для определения уровня фибриногена в плазмах крови доноров и больных системной красной 
волчанкой мы использовали тромбин и тромбиноподобный фермент из яда Agkistrodon blomhoffi 
usuriensis. В первом случае концентрация фибриногена в плазме крови доноров составила 2,9±0,13 г/л, у 
больных –  3,4±0,28 г/л. При определении тромбиноподобным ферментом исследованный показатель 
составлял 2,15±0,08 г/л у доноров и 2,55±0,17 г/л у больных. Изменение концентрации фибриногена 
относительно контроля сохранилась в обоих случаях - 1,17 раза для тромбина и 1,19 раза для 
тромбиноподобного фермента. 

Далее исследовали влияние фракции IgG больных системной красной волчанкой на активацию 
ключевых белков системы гемостаза. Для активации протромбина использовали активатор из яда Echis 
multisquamatis, фактора Х – активатора из яда гадюки Рассела, протеина С – активатор из яда Agkistrodon 
halys halys. Показано, что степень активации протромбина плазмы крови под влиянием антител (90 мкг/мл) 
снижалась на 43% относительно контроля.  Активация чистого протромбина снижалась на 65%. Степень 
активации фактора Х под воздействием IgG больных в той же концентрации снижалась на 48% 
относительно контроля. Степень активации протеина С снижалась в 4,8 раза при добавлении в систему 
теста 150 мкг/мл IgG больных системной красной волчанкой. 

 

Литература: 
1. Neville Marsh, Vaughan Williams // Practical applications of snake venom toxins in haemostasis – Toxicon, 2005, 45, 

p. 1171-1181. 
2. Neville A. Marsh // Diagnostic uses of snake venom – Haemostasis, 2001, 31, p. 211-217. 
3. Gempeler-Messina P. M., Volz K., Bühler B.et al // Protein C activators from snake venoms and their diagnostic use – 

Haemostasis, 2001, 31, p. 266-272. 

 
 

  



 
 

 336

USING OF SPECIFIC INDUCERS FRON SNAKE VENOM FOR ESTIMATION OF HEMOSTASIS SYSTEM 
STATE OF PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS 

 
Kravchenko N.K, Vovk T.B., Savchuk O.M, Ostapchenko L.I. 

 
Kyiv National Taras Shevchenko University, ESC “Institut of Biology“, Ukraine, Kyiv 

e-mail: burlova@mail.ru 
 

Inducers of the hemostasis system, isolated from snake venom, directly affect the target protein, transforming 
it into an active form. This feature is important because it allows excluding the influence of proteins involved into 
coagulation and fibrinolysis [1-3]. 

To determine the level of fibrinogen in the plasma of blood donors and patients with systemic lupus 
erythematosus, we used thrombin and thrombin-like enzyme from the venom of Agkistrodon blomhoffi usuriensis. 
In the first case the concentration of fibrinogen in the blood plasma of donors was 2.9±0.13 g/l, in patients – 
3.4±0.28 g/l. When determining by the thrombin-like enzyme the investigated component was 2.15±0.08 g/l in 
donors and 2.55±0.17 g/l in patients. The ratio of fibrinogen concentration of patients and donors was preserved 
in both cases - 1.17 and 1.19 respectively.  

Further we investigated the effect of the IgG fraction of patients with systemic lupus erythematosus on the 
activation of key proteins of the hemostasis system. For activation of prothrombin, Factor X and protein C 
activators from the venoms of Echis multisquamatis, Russell's viper and Agkistrodon halys halys were used. It 
was shown that the activation degree of plasma prothrombin under the influence of antibodies (90 mkg/ml) was 
reduced by 43% relative to the control. Activation of pure prothrombin was decreased by 65%. The activation 
degree of factor X under influence of patient's IgG in the same concentration was decreased by 48% relative to 
the control. The protein C activation degree was reduced by 4.8 times, when adding to the test system 150 
mkg/ml of IgG of patients with systemic lupus erythematosus. 
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Эпидемиологические исследования показывают, что при употреблении пищи богатой кверцетином 
уменьшается заболеваемость населения сердечно-сосудистыми заболеваниями [1]. Хотя кверцетин, как и 
другие флавоноиды, попопадает в наш организм в составе растительных продуктов питания через 
желудок, его воздействие на этот орган, как и безопасное количество его потребления, остается до 
настоящего времени недостаточно исследованным. Целью нашей работы было изучение воздействия 
корвитина – растворимой формы кверцетина при введении его в желудок крысы в дозах 2,5, 5, 10, 20 и 40 
мг/кг на биохимические параметры желудочного сока и кровоток в слизистой оболочке желудка (СОЖ). 
Желудочную секрецию исследовали методом Шея на крысах с 4-х часовой перевязкой пилоруса. Корвитин 
вводили в желудок в вышеупомянутых дозах сразу после накладывания лигатуры на пилорический отдел 
желудка. Животным группы контроля вводили физиологический раствор. В желудочном соке крысы 
определяли общий объем (мл), рН, общую продукцию хлористоводородной кислоты (ХК) (мкмоль/час), 
концентрации белка (мг/мл), гексозаминов (в перерасчете на глюкозамин, ммоль/л) и свободной 
аминокислоты цистеина (мкмоль/л). Кровоток в СОЖ (мл/мин*100 г ткани) изучали методом клиренса 
водорода с элекрохимической его генерацией. Корвитин в дозах 2,5 и 5 мг/кг увеличивал концентрацию 
гексозаминов в желудочном соке в сравнении с контролем на 19,5 % (р<0,01) и 33,5 % (р<0,001); цистеина 
– на 101 % (р<0,001) и 50 % (р<0,001) соответственно. На такие показатели желудочной секреции, как pH, 
объем желудочного сока, общая продукция ХК, концентрация белка корвитин не влиял. Показано также, 
что исследуемый препарат в дозах 2,5 и 5,0 мг/кг дозозависимо увеличивал кровоток в СОЖ на 58,6 % 
(р<0,05) и 89,3 % (р<0,05) по сравнению с исходным уровнем. Дальнейшее увеличение дозы корвитина до 
10, 20 и 40 мг/кг вызывало дозозависимое увеличение объема желудочного сока по отношению к 
контрольным величинам на 23 % (р<0,01), 40 % (р<0,001) и 120 % (р<0,001) соответственно; общей 
продукции ХК – на 29 % (р<0,01), 58 % (р<0,001) и 431 % (р<0,001) соответственно вышеупомянутым 
дозам. Концентрация цистеина оставалась при этом на уровне контроля, тогда как количество 
гексозаминов снижалось соразмерно повышению дозы исследуемого препарата на 15 % (р<0,01), 25 % 
(р<0,001) и 44 % (р<0,001); концентрация белка по отношению к таковой контрольной группы животных 
дозозависимо увеличивалась в ответ на 10 и 20 мг/кг корвитина на 26 % (р<0,01) и 72 % (р<0,001), 
соответственно, но уменьшалась на 59,2 % (р<0,001) в ответ на 40 мг/кг препарата. При введении 
корвитина в дозе 10 мг/кг кровоток в СОЖ возрастал на 63% в сравнении с исходным уровнем (р<0,01), в 
дозе 20,0 мг/кг – не изменялся, а в дозе 40 мг/кг понижался на 60,5 % (р<0,001). Таким образом, 
растворимый аналог кверцетина – корвитин в дозах 2,5 и 5 мг/кг стимулирует роботу антиоксидантных 
систем СОЖ, не затрагивая секрецию ХК. С повышением дозы препарата до 10, 20 и 40 мг/кг в желудке 
наблюдается угнетение продукции гексозаминов и постепенное уменьшение кровотока, а секреция ХК, 
наоборот, дозозависимо усиливается, переходя в гиперсекрецию. 
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Epidemiological studies show that the use of food rich in quercetin reduced morbidity from cardiovascular 
diseases [1]. Although quercetin, like other flavonoids, enters into our body in the plant food through the stomach, 
its effect on this organ, as well as a safe amount of consumption remains up to now poorly understood. The aim 
of our study was to investigate the influence of corvitin - soluble form of quercetin administered intragastrically at 
doses of 2.5, 5, 10, 20 and 40 mg/kg on the biochemical parameters of gastric juice and blood flow in the rats 
gastric mucosa (GM). Gastric secretion was investigated by Shay in rats with 4-hours pylorus ligation. Corvitin 
introduced into the stomach of the above doses after overlapping ligatures on gastric pylorus. The animals of the 
control group were injected with saline. In the rat gastric juice the following parameters were determined: total 
volume (ml), pH, total production of hydrochloric acid (HA, μmol/h), protein concentration (mg/ml), hexosamine 
(recalculated as glucosamine, mmol/l) and free amino acid cysteine (μmol/L). Blood flow in GM (ml/min*100 g of 
tissue) was studied by hydrogen clearance with electrochemical its generation. Corvitin at doses of 2.5 and 5 
mg/kg increased the concentration of hexosamines in the gastric juice compared to the control by 19.5% (p 
<0.01) and 33.5% (p <0.001), cysteine by 101% (p <0.001) and 50% (p <0.001), respectively. Corvitin not 
affected on such factors of gastric secretion as pH, the volume of gastric juice, total output of HA and protein 
concentration. It was shown that the investigated substance at a dose of 2.5 and 5.0 mg/kg dose-dependently 
increased the blood flow in GM from baseline level by 58.6% (p<0.05) and by 89.3% (p<0.05) respectively. 
Further increase in dose of corvitin to 10, 20 and 40 mg/kg resulted in a dose-dependent growth in the volume of 
gastric juice relative to that of control values by 23% (p<0.01), by 40% (p<0.001) and by 120% (p <0.001), 
respectively; the total production of HA by 29% (p<0.01), by 58% (p<0.001) and by 431% (p <0.001), accordingly 
the above doses. Cysteine concentration remained at the baseline level, while the content of hexosamines was 
reduced in proportion to increasing dose of a substance by 15% (p<0.01), by 25% (p <0.001) and by 44% (p 
<0.001); protein concentration relative to that of the control group increased dose-dependently in response to 10 
and 20 mg/kg corvitin by 26% (p<0.01) and by 72% (p<0.001), respectively but decreased by 59.2% (p<0.001) in 
response to 40 mg/kg of the drug. After corvitin administration at a dose of 10 mg/kg the mucosal blood flow 
compared to baseline increased by 63% (p<0.01), at a dose of 20.0 mg/kg - has not changed, and at dose of 40 
mg/kg - reduced by 60.5% (p<0.001). Thus, soluble analogue of quercetin - corvitin at doses of 2.5 and 5 mg/kg 
stimulates gastric mucosa antioxidant systems, without affecting the secretion of hydrochloric acid. Higher doses 
of corvitin - 10, 20 and 40 mg/kg causes reduction in hexosamines content and a gradual decrease in blood flow. 
Secretion of hydrochloric acid, on the contrary, increased dose-dependently going into hypersecretion. 
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Биологическая значимость липидов определяет необходимость установления путей их деструкции а, 
следовательно, и эффективных способов их защиты. Один из путей трансформации липидов – их 
превращения при действии различных инициаторов свободнорадикальных реакций. Преобладающая 
часть исследований в этой области посвящена реакциям пероксидного окисления остатков ненасыщенных 
жирных кислот в липидах [1]. Однако, при действии γ-излучения или различных редокс-систем на 
липидные мембраны наряду с пероксидным окислением в гидрофобном фрагменте протекает 
свободнорадикальная фрагментация в полярной части липидов, содержащих гидроксигруппу в β-
положении к эфирной, гликозидной или амидной связи [2]: 

C O

O O

O P

O

O

O O H
O H

C
O

C O
O

R 1

O P

O

O

O O H
O

H

R 2 .
.

+ O 2

C O
OOO H

R 1

H  отрыв

O P

O

O

O HR 2
O H

O

.
+ O H

O

OH -H2Oпероксидное окисление фрагментация.

LH L 
.

фосфатидная  
кислота

гидропероксиды
липидов

 
Данный процесс приводит не только к деструкции глицеро- и сфинголипидов с разрывом эфирных, О-

гликозидных и амидных связей, но и образованию глицеридов, глицерофосфатидов, церамидов и амидов 
жирных кислот, обладающих функциями вторичных мессенджеров в биосистемах [2]. Известно [1], что ряд 
эндогенных белков и пептидов вовлекаются в развитие и регулирование окислительного стресса в 
биосистемах. Однако, при изучении анти- или прооксидантных свойств веществ белковой природы 
учитывают только возможность образования пероксильных радикалов липидов в гидрофобной части 
биомембраны. В какой мере вещества белковой природы могут влиять на развитие свободнорадикальной 
фрагментации липидов в полярной части бислойной мембраны – не исследовано. 

Целью данной работы было изучить влияние альбумина на свободнорадикальную фрагментацию 
фосфатидилглицерина в модельных мембранах, подвергнутых воздействию ионизирующего излучения 
или Fe2+(Cu2+)/H2O2/аскорбат систем. Было установлено, что альбумин снижает радиационно-химический 
выход димиристоилфосфатидной кислоты, образующейся в результате радиационно-индуцированной 
фрагментации димиристоилфосфатидилглицерина (ДМФГ). В условиях Fe2+(Cu2+)-опосредованного 
образования HO радикалов альбумин также снижал скорость свободнорадикальной фрагментации ДМФГ 
в полярной части модельной мембраны. Параллельно было установлено, что различные акцепторы HO 
радикалов значительно подавляют фрагментацию ДМФГ. Это указывает на то, что гидроксильные 
радикалы вносят существенный вклад в инициирование фрагментации фосфолипидов в полярной части 
бислоя. Альбумин может связывать Fe2+, Cu2+ ионы и эффективно взаимодействовать с HO радикалами, 
что, вероятно, и обуславливает его протекторное действие на свободнорадикальную фрагментацию 
фосфатидилглицерина. 
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Biological importance of lipids determines the need of the establishment of lipid destruction ways and, 
therefore, effective protective means. One of the ways of lipid changes – their transformation under action of 
various free-radical reaction initiators. The major part of studies in this area deals with peroxidation of fatty acid 
residues in lipids leading to formation of hydroperoxides [1]. However, it has been shown that the action of -
radiation or redox systems on membrane lipids causes, along with peroxidation in their hydrophobic part, a free-
radical fragmentation in the polar component of the lipids containing a hydroxyl group in -position with respect to 
an ester, glycoside or amide bond [2]. 
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This process causes not only the destruction of glycero-and sphingolipids with rupture of ether, O-glycosidic 

and amide bonds in lipid molecules, but also the formation of glycerides, glycerophosphatides, ceramides and 
fatty acid amides capable of playing the role of signaling molecules in biosytems [2]. It is known [1] that a number 
of endogenous proteins and peptides are involved in the development and regulation of an oxidative stress in 
biological systems. However, in the study of anti- and prooxidant properties of protein substances only the 
possibility to form peroxyl radicals of lipid in the hydrophobic part of the biomembrane is considered. It is not clear 
what kind of influence protein substances can exert on free-radical fragmentation of lipids in polar part of bilayer. 

The aim of this work was to study the effect of albumin on free radical fragmentation of phosphatidylglycerol in 
model membranes exposed to -radiation or Fe2+(Cu2+)/H2O2/Asc systems. It has been shown that albumin 
decreases the radiation chemical yield of DMPA formed as result of radiation-induced fragmentation of 
dimyristoylphosphatidylglycerin (DMPG). Under conditions of the Fe2+(Cu2+)-mediated generation of HOradicals, 
albumin slowed down the rate of free-radical fragmentation in the hydrophilic part of model membrane. It was also 
found, that scavengers of HO radicals inhibite the fragmentation of DMPG substantially. It indicates that hydroxyl 
radicals make a significant contribution in initiation of phospholipid fragmentation taking place in the polar part of 
the bilayer. It was concluded that albumin can inhibite free radical fragmentation of phosphatidylglycerol by 
binding of Fe2+(Cu2+) iron or trapping HO radicals.  
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A number of studies have shown that neurons of hippocampus CA1 area and CA3 are very vulnerable to 
several neurological disorders such as epilepsy, Alzheimer's disease, ischemia and the action of several 
pathogenic agents. In order to determine whether the patterns of cell responses differ at acute application and its 
prolonged influences, we examined the neuronal sensitivity to the compound, which affect the activity of 
hippocampal neurons. In our experiments we used primary hippocampal neuronal cultures to treatment with 
100µM Picrotoxin (PTX) which induces neuronal stimulation. We used also treatment the cultures with H2O 
vehicle as a control.  

Picrotoxin, also known as cocculin, is a poisonous crystalline plant compound, first isolated by Pierre Boullay 
in 1812 [1]. Chemical formula of picrotoxin is presented on figure.  

This compound was found primarily in the fruit of the climbing plant Anamirta cocculus, it has a strong 
physiological action. It acts as a noncompetitive antagonist for the GABAA receptor chloride channels. It is 
therefore a channel blocker. As GABA itself is an inhibitory neurotransmitter, infusion of picrotoxin has stimulant 
and convulsant effects. As such, picrotoxin can be used to counter barbiturate poisoning, that can occur during 
general anesthesia [2]. 

In our experiments we found that step depolarizations of neurons from CA1 zone og hippocampus evoked the 
different numbers of action potentials in response to depolarizing current injections. There were three groups of 
neurons – those with high impulse activity, middle activity and low activity generating one action potential (AP) We 
established that percent of these cell groups was different in control and treated cultures. Thus, cells with middle 
activity dominated among non-treated cultures. We observed mainly neurons with 1 AP observed in neurons 
cultured with 100µM PTX. It is proved that time of culture incubation with drugs (6h or 24h) was not important for 
picrotoxin effect.  

Our experiments have shown that treatment of hippocampal cultures with tested toxin significantly influenced 
their neuronal activity. Surprisingly, the responses of neurons with long-lasting treatment with toxin were 
“inverted” in comparison with those observed during direct application. Thus, picrotoxin increased impulse 
neuronal activity during acute application and it inhibited a neuronal activity after long-lasting treatment. We 
supposed that this phenomenon could be connected with adaptive processes. 
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Bacillus anthracis makes very stable spores that allow it to remain viable in environment for many years 

before coming into contact with susceptible host.  Its main virulence factors are two protein toxins and an anti-
phagocytic poly-D-glutamic acid capsule.  The two protein toxins are known as lethal toxin (LT) and edema 
toxin (ET). Lethal toxin is secreted by Bacillus anthracis which kills murine macrophages and susceptible 
animals.  The LT consists of two proteins, protective antigen (PA) and lethal factor (LF).  PA binds to the cell 
surface receptors and is cleaved prior to a heptamerization event which allows binding of LF.  The PA-LF 
complex is endocytosed and endosomal acidic pH causes conformational changes in the PA-heptamer 
resulting in formation of a channel which allows translocation of the LF into the cytosol.  LF is a Zn+2 
dependent metalloprotease that can cleave several MAPK Kinases.  Injection of LT to mice causes death in 1-
2 days, whereas, death can occur as rapidly as 38 min in rats.  We generated several non-toxic variants of 
protective antigen that are potential candidate for developing recombinant anthrax vaccine.  In addition, a 
mutant of B. anthracis sterne strain was defective in growth while it produced toxin proteins.  This mutant can 
be used to develop spore vaccine for animals.  The use of toxin proteins in vaccine development will be 
discussed. 
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Митохондрии, являясь одним из основных звеньев энергетического обмена, играют важную роль 
в ответе организма на стрессовые воздействия. Приблизительно 1-3% потребляемого 
митохондриями кислорода в результате 1 – электронного восстановления образует  активные 
формы кислорода (АФК). В норме стационарный уровень АФК в органах и тканях весьма 
низок(порядка   10-10 - 10-11 M)  за счет наличия в них ферментативной и не ферментативной систем 
регуляции накопления и устранения АФК. Cмещение антиоксидантно - прооксидантного равновесия 
в сторону увеличения продукции  АФК митохондриями происходит под действием стрессовых 
факторов и приводит к развитию ряда патологических состояний. Мы предположили, что основным 
свойством адаптогенов является снижение уровня АФК в клетках за счет уменьшения генерации 
АФК  митохондриями. 

Известно, что пространственно-затрудненные фенолы в большинстве случаев обладают 
антиоксидантными свойствами. В связи с этим в качестве объектов исследования был выбраны 
препараты, являющиеся пространственно-затрудненными фенолами. Это анфен» (1-ацетиламидо)-
1-(3,5-ди-третбутил-4-гидроксибензил)- метилмалонат натрия) и фенозан калия (калиевая соль 2,6-
ди-трет-бутил-4-гидроксифенил-пропионовой кислоты). Для решения поставленной задачи 
необходимо было разработать модель, имитирующую стресс, т.е. найти условия, при которых будет 
увеличиваться продукция АФК митохондриями, а, следовательно, будет активироваться  
перекисное окисление липидов (ПОЛ).   Эту задачу мы решили разработав модель «старения» 
(инкубация митохондрий в солевой среде при комнатной температуре).  Инкубация митохондрий в 
солевой среде вызывала 3-кратное увеличение интенсивности флуоресценции продуктов ПОЛ в 
мембранах митохондрий. Введение  10-6 и 10-13М  анфена  или 10-8- 10-16М  фенозана калия в   среду 
инкубации митохондрий приводило к снижению интенсивности ПОЛ до контрольных значений. 

Протекторные свойства препаратов изучали, используя в качестве стрессового воздействия 
модель острого алкогольного отравления,  острой гипобарической гипоксии (ОГГ)  и 
низкотемпературный стресс. Эти воздействия приводили к активации перекисного окисления 
липидов (ПОЛ)  и дисфункции митохондрий печени крыс.  Исследуемые препараты в концентрациях 
10-12-10-18М восстанавливали биоэнергетические характеристики митохондрий печени крыс и 
снижали интенсивность ПОЛ до контрольных значений. Более того, препараты в этих концентрациях 
в 3,5-4,5 раз увеличивали  продолжительность жизни и на 20-30% повышали  выживаемость мышей 
в условиях различных видов гипоксии, низкотемпературного стресса и острого алкогольного 
отравления. 

 Предположение, что основным свойством   препаратов - адаптогенов является снижение 
чрезмерной продукции АФК, а, следовательно, и снижение интенсивности процессов перекисного 
окисления липидов в биологических мембранах и главным образом в мембранах митохондрий было 
проверено  нами на регуляторах роста растений (РРР). В  эксперименте использовали препарат 
«Мелафен»  (меламиновая соль бис (оксиметил)-фосфиновой кислоты) и «Пирафен» (соль бис 
(оксиметил)-фосфиновой кислоты 2,4,6-триаминопиримидина). В качестве объектов исследования 
были выбраны митохондрии 6 дневных этиолированных проростков гороха. Оказалось, что 
регуляторы роста растений  снижают  интенсивность флуоресценции продуктов ПОЛ длительно 
инкубируемых митохондрий в зависимости от концентрации препарата в среде инкубации. Мелафен 
снижал  интенсивность флуоресценции продуктов ПОЛ в мембранах  «состаренных»    митохондрий 
в концентрациях 2×10-7;  2×10-12 и 2×10-18 - 2×10-22  М до контрольных значений. Пиримидиновый 
аналог мелафена  - пирафен  в концентрациях 10-5; 10-7;  10-13М уменьшал содержание продуктов 
ПОЛ до контрольных величин. Протекторные свойства исследуемых препаратов исследовали на 
модели недостаточного увлажнения. Недостаточное увлажнение снижало максимальные скорости 
окисления NAD-зависимых субстратов и эффективность окислительного фосфорилирования 
митохондриями проростков. Обработка семян гороха РРР  предотвращало изменения в энергетике 
митохондрий. Однако пирафен, оказывающий меньшее влияние на интенсивность ПОЛ, оказывал 
более слабое влияние на биоэнергетические характеристики митохондрий. Недостаточное 
увлажнение тормозит рост корней и побегов проростков гороха. Отметим, что обработка семян 
гороха мелафеном или пирафеном стимулировала рост корней в условиях недостаточного 
увлажнения в 5 и 1,75 раз соответственно. При этом пирафен почти не оказывал влияния на рост 
побегов, в то время как мелафен стимулировал рост побегов в 3,5 раза. 

 Таким образом,  проведенные исследования   подтверждают  наше предположение о том, что 
препараты, обладающие  снижающие генерацию АФК митохондриями, являются адаптогенами. 
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Mitochondria, which is one of the main functions of energy metabolism, plays an important role in the 

body's response to stress. Approximately 1-3% of the oxygen consumed by mitochondria as a result of one 
- electron reduction forms a reactive oxygen species (ROS). In normal steady-state level ROS in organs 
and tissues is very low (about 10-10 - 10-11 M) due to the presence in them of non- enzymatic and 
enzymatic systems of regulation and eliminate the accumulation of ROS. A disturbance of the antioxidant-
prooxidant balance towards an increase in the production of active oxygen species (AOSs) by mitochondria 
leads to development of the oxidative stress. Such disturbance is a result of exposure to stress factors and 
it leads to development of a series of pathological states. We supposed that the main properties of 
adaptogens is to reduce ROS in cells at the expense of   generation of ROS by mitochondria 

.It is well-known that spatially hindered phenols in most cases exhibit antioxidant properties. Therefore, 
we have chosen for studies the preparations that are spatially hindered phenols: anphen (1-acetylamido)-1-
(3,5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzyl)- sodium methylmalonate) and potassium phenosan (potassium salt of 
2,6-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl-propionic acid). For solution of the problem, it was necessary to work out 
a model simulating a stress, i.e., to provide conditions for increasing the production of ROS by 
mitochondria and, consequently, for activating the lipid peroxidation (LPO). We solved the problem by 
creating a model of “aging” (incubation of mitochondria in a saline medium at room temperature). The 
incubation of mitochondria in a saline medium resulted in a threefold increase in the intensity of 
fluorescence of LPO products in mitochondrial membranes. Introduction of 10-6 and 10-13 M anphen or 10-8 
and 10-16 M potassium phenosan into the mitochondria incubation medium resulted in a decrease in the 
LPO intensity to the control values. We studied the protective properties of the preparations using as a 
stress effect a model of acute alcoholic intoxication, acute hypobaric hypoxia (AHH), and low-temperature 
stress. These impacts resulted in activation of lipid peroxidation (LPO) and dysfunction of the rat liver 
mitochondria. The preparations under study used in concentrations of 10-12 to 10-18 M restored the 
bioenergetic indices of the rat liver mitochondria and decreased the LPO intensity to the control values. 
Moreover, the preparations at these concentrations increased 3.5 to 4.5 times the life span of the mice and 
increased the survival of the mice by 20 to 30% under conditions of different types of hypoxia, low-
temperature stress, and acute alcoholic intoxication.  

The assumption that the main properties of the drug - adaptogens is to reduce excessive production of 
ROS, and, consequently, reducing the intensity of lipid peroxidation in biological membranes, and mainly in 
the membranes of mitochondria has been tested by us on the plant growth regulator ( PGR ). The 
experiment used the drug "Melaphen" (melamine salt of bis (hydroxymethyl) phosphinic acid) and 
"Pyraphen" (salt of bis (hydroxymethyl) phosphinic acid 2,4,6-triaminopirimidina). The objects of study were 
selected mitochondria 6 day etiolated pea seedlings. The introduction i of the preparations into 
mitochondria incubation medium results in a decrease in the LPO products fluorescence depending on a 
dose. Melaphen at  concentration of 2×10-7;  2×10-12 и 2×10-18 - 2×10-22  М decreases the 
fluorescenceintensity of LPO products to the control level. Pyraphen at  concentration of 10-5; 10-7;  10-13М 
decreases the content LPO products in mitochondrial membranes to control values. 

Protective properties of  PGR  studied in the model of insufficient moisture Insufficient watering led to 
changes in the functional state of mitochondria characterized by a decrease in the highest rates of NAD-
dependent substrate oxidation. The efficiency of oxidative phosphorylation was also lower. Seed treatment 
with melaphen or pyraphen prevented changes in the efficiency of oxidative phosphorylation induced by 
water deficit. In addition, such treatment interfered with the decrease in the rates of NAD-dependent 
substrate oxidation by melaphen. Pirafen but has less influence on the intensity of lipid peroxidation, shows 
slight effect on rates of NAD-dependent substrate oxidation. Insufficient moisture inhibits the growth of 
roots and shoots of pea seedlings. Pretreatment of pea seeds with melaphen or pyraphen stimulated the 
growth of roots at 5 and 1.75 times, respectively. In this pirafen almost no effect on the growth of sprouts, 
while melafen stimulated sprouts growth by 3.5 times. 

In summary, these studies confirm our hypothesis that preparations with reducing the generation of 
ROS by mitochondria is an adaptogen. 
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Потенциал-управляемые K+ каналы (Kv) являются мишенями для разнообразных лекарственных 

веществ. Многие из них связываются в катионофильной поре канала, выстланной преимущественно 
гидрофобными остатками. Тот факт, что органические катионы и незаряженные соединения блокируют 
пору, можно было бы интерпретировать как нечувствительность катионного канала к основной 
характеристике молекулы блокатора - ее заряду. Это маловероятно. Решение этого парадокса состоит в 
том, что электронейтральные соединения блокируют  канал в комплексе с токонесущим  ионом К+. 
Примером является стероидный иммунодепрессант корреолид, чьи атомы кислорода могут связывать К+. 
В предложенной 3D-модели известные из экспериментов аминокислотные остатки, которые 
взаимодействуют с корреолидом, вносят наибольший вклад в энергию его связывания [1]. Другим 
примером является блокатор Kv7.1 канала хроманол 293B, чья сульфонамидная группа может 
хелатировать К+ [2]. Недавнее подтверждения  этой теории были получены в результате интенсивных 
теоретических и экспериментальных исследований сильного иммунодепрессанта PAP-1 [3]. 
Парадоксально, но блок канала электронейтральной молекулой  PAP-1 зависит от мембранного 
напряжения. Коэффициент Хилла > 1 свидетельствует, что более одной молекулы PAP-1 необходимы для 
блока канала. Предложена модель, в которой две молекулы PAP-1 координируют ион К+ в поре канала [3]. 
Докинг комплекса PAP-1:K+:PAP-1 в модель Kv1.3 канала предсказал контакты PAP-1 с остатками, 
выстилающими как пору канала, так и интерфейсы между трансмембранными спиралями. 
Экспериментальные исследования каналов с точечными мутациями соответствующих аминокислот, а 
также их соседей, которые не контактируют с PAP-1, подтвердили модель. Производные PAP-1, которые 
не способны связывать К+, оказались гораздо менее активны, чем PAP-1. Многие электронейтральные 
соединения, например, ICAGEN-4 и ди-замещенные производные циклогексила, блокируют K+ каналы, 
демонстрируя коэффициент Хилла > 1. В комплексе с К+ такие соединения могут образовывать большие 
катионные частицы, способные взаимодействовать не только с остатками в поре, которые консервативны 
у разных Кv каналов, но и с остатками в интерфейсах между субъединицами, где остатки у разных Кv 
каналов различны. Эти остатки представляют собой мишени для разработки избирательных блокатов Kv 
каналов, потребнось в которых высока.  
 

 
Корреолид:K+ в Kv1.3 

 
 

Хроманол 293B:K+ в Kv7.1 
 

PAP1:K+:PAP-1 в Kv1.3 
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Voltage-gated K+ channels (Kv) are targets for medically important drugs of large chemical diversity. Many 

drugs bind in the central cavity, a cation-attractive region lined by predominantly hydrophobic residues. 
Intriguingly, both organic cations (e.g., tetraethylammonium)  and uncharged compounds targeted this region, 
suggesting that the cationic channel is insensitive to a major characteristic of the pore blocker, its charge. To 
resolve this paradox, the electroneutral compounds are proposed to block the channel not alone, but in a complex 
with a permeant K+ ion. An example is a naturally incurring steroidal immunosuppressant correolide whose 
cationophilic groups can attract K+ ions. In the proposed 3D model, experimentally known correolide-sensing 
residues provide the largest contributions to the correolide binding energy [1]. Another example is chromanol 
293B, a potent blocker of the Kv7.1 channel. It contains a sulfonamide group that can chelate a K+ ion and thus 
form a cationic particle that blocks the channel [2]. Recent confirmations to this theory were provided by intensive 
theoretical and experimental studies of a highly potent immunosuppressant PAP-1 [3]. Surprisingly, this 
electroneutral molecule demonstrates a voltage-dependent block. The experimentally observed concentration 
dependence suggests that binding of more than one PAP-1 molecule is required to block the channel (a Hill 
coefficient > 1). This observation suggests a model in which two PAP-1 molecules coordinate a K+ ion in the 
central cavity [3]. Docking of the tripartite complex PAP-1:K+:PAP-1 in the Kv1.2-based homology model of the 
Kv1.3 channel has predicted multiple PAP-1 contacts with residues that face the inner pore and interfaces 
between the transmembrane helices.  Electrophysiological and ligand-binding studies of point mutants involving 
these residues, as well as their neighbors that are not predicted to contribute to the PAP-1 receptor are in a good 
agreement with this model. Furthermore, PAP-1 analogs that are unlikely to form tripartite complexes with a K+ 
ion in the channel are much less potent than PAP-1. Other electroneutral compounds, e.g., ICAGEN-4 and di-
substituted cyclohexyl derivatives block K+ channels with a Hill coefficient > 1. Such compounds form big cationic 
blocking particles that can interacts not only with the pore-lining residues, which are  rather conserved between 
different Kv channels, but also with residues in subunit interfaces where the sequence homology is low. The latter 
residues constitute attractive targets for the design of subtype-specific K+ channel drugs demands for which is 
high.  
 

 
Correolide:K+ in Kv1.3 

 
 

Chromanol-293B:K+ in Kv7.1 
 

PAP1:K+:PAP-1 in Kv1.3 
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Болезнь Альцгеймера (БА) – дегенеративное заболевание головного мозга, от которого пока еще не 
существует эффективного лечения. Ежегодно это заболевание поражает миллионы людей во всем мире. 
Современные терапевтические подходы в основном сосредоточены на использовании ингибиторов 
холинэстераз. Одним из ингибиторов, используемых при лечении БА, является галантамин – алкалоид 
подснежника, селективно, конкурентно и обратимо ингибирующий холинестеразы [1].  

Было показано [2], что лишь 30-40% пациентов, страдающих БА, отреагировали на лечение 
ингибиторами ацетилхолинэстеразы. Клиническая и социальная значимость данного феномена поощряет 
поиск методов для повышения уровня чувствительности к лечению ингибиторами ацетилхолинестеразы.   

В то же время, известно использование в качестве нейрозащитного агента при нейродегенеративных 
заболеваниях L-карнитина – природного компонента, основной функций которого в организме является 
внутриклеточный перенос ацетильных групп через митохондриальные мембраны [3].  

Целью данного исследования была оценка  влияния L-карнитина на ингибирование галантамином 
холинэстераз с помощью биосенсоров. В данной работе приведены данные по биосенсорному 
определению ингибирования ацетил- и бутирилхолинэстераз, иммобилизированных на поверхности рН-
чувствительных полевых транзисторов галантамином и галантамином в присутствии L-карнитина. 
Подобраны оптимальные условия проведения эксперимента. Показано усиление ингибирующего действия 
галантамина в присутствии L-карнитина.  

Наши исследования показывают синергизм действия L-карнитина с ингибитором холинэстеразы – 
галантамином, что в свою очередь, улучшает холинэргические функции организма. Таким образом, 
объединение лечения алкалоидами с препаратами, не обладающими токсичностью, может в 
значительной мере уменьшить негативное влияние обратимых ингибиторов на организм и улучшить 
когнитивные функции пациентов.  
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Alzheimer's disease (DA) is a degenerative brain disorder, and so far there is no known effective treatment. 
Annually, millions of people suffer from this disease worldwide. The modern therapeutic approaches are mainly 
focused on use of cholinesterase inhibitors. One of them is galantamine, a snowdrop alkaloid, which inhibits 
cholinesterases selectively, competitively and reversibly [1]. 

It was shown in [2] that only 30-40% of patients with DA responded to the treatment with acetylcholinesterase 
inhibitors. Clinical and social significance of this phenomenon stimulates the search for the methods to achieve a 
higher sensitivity.  

At the same time, it is known an application of L-carnitine as a neuroprotective agent in neurogenerative 
diseases. L-carnitine is a natural component, the main function of which in the human body is the intracellular 
transfer of acetyl groups through mitochondrial membranes [3].  

An aim of our study was to evaluate an L-carnitine effect on the cholinesterase inhibition with galantamine, 
using a biosensor approach. Here presented the data on biosensor determination of inhibition of acetyl- and 
butyrylcholinesterases, immobilized on the surface of pH-sensitive field-effect transistors, with galantamine only 
and galantamine in the presence of L-carnitine. The experiment conditions were optimized. An enhancement of 
the inhibition effect of galantamine in the presence of L-carnitine was shown.  

Our study demonstrated the synergistic effect of L-carnitine together with galantamine, that, in turn, improves 
the cholinergic functions of the organism. Thus, a combined therapy with alkaloid drugs and nontoxic preparations 
can to a great extent reduce the negative effect of reversible inhibitors on the human body and improve the 
patients cognitive functions. 
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The recombinant single chain antibody (scFv) molecules have been produced and exploited as diagnostic, 
therapeutic and enzymatic molecules for over two decades now. The cost effective production of scFv molecules 
using bacterial expression systems is often marred by the problem of accumulation of the recombinant product in 
the form of inactive aggregates (called inclusion bodies) inside the bacterial cells. The in vitro refolding often 
results in either no or very poor post refolding yields, thereby increasing the cost of production manifold. In the 
case of scFv 2D10 refolding, modifications introduced into an existing protocol impacted 97% final yield, an 
increase of 42% over the earlier 68% yield. This method not only led to the increased production of the functional 
end product but also achieved this aim with high protein concentration. The binding kinetics of the refolded scFv 
for both of its ligands was examined using surface plasmon resonance experiments. The scFv-2D10 exhibited 
binding affinities similar to those reported for mAb-2D10 (IgG) showing that the modifications introduced in the 
refolding protocol have facilitated efficient preparation of active 2D10 scFv. 
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Cardiomyocytes respond to stress by induction of cell death program – apoptosis or necrosis depending from 
subset of regulatory proteins involved (such as molecular chaperons (HSPs), Bcl-2 family of proteins, growth 
factors, calcium and oxidants) and from the balance between biosynthesis and degradation of proteins within the 
cell. 

The study of the mechanisms of anti-stress response is quite important for evaluation of heart failure origin 
and progression and for development of new effective therapeutic tools based on the apoptotic signaling 
blockage. Specialized family of anti-stress proteins including molecular chaperons, their co-chaperons, and target 
proteins plays a critical role in pro- and anti-apoptotic signaling.      

Human Hsp60 is a mitochondrial chaperon which has a high degree of homology with its bacterial 
counterparts (more then 60% between some species). It was shown  that microbial anti-Hsp60 antibodies 
possesses a high immune cross-reactivity with human ones and can be used as a diagnostic marker for certain 
diseases. 

Hsp60 is of special interest since recent data evidence the location of 10-30% of this protein in cytoplasm of 
cardiomyocytes. It was first described as intracellular chaperone, assisting the folding of polypeptides into 
proteins and the transporting of proteins , but later it was found to be a dominant antigen recognized during 
infections, together with HSP70. Although HSP60 was first found to be a mitochondrial protein , it is now known 
that in eukaryotic cells it can also locate in the cytosol , at the cell surface  and in the circulation.  

HSP60 activates both innate and adaptive arms of the immune response being considered as a danger signal 
that  amplifies inflammation and influence a wide range of immune reactions. Anti-HSP antibodies and HSP60-
reactive T cells are part of immune responses in several infectious diseases.   

Heat shock protein 60 (Hsp60) and anti-Hsp60 antibody are involved in the pathogenesis of different  
diseases. It’s found that elevated levels of anti-Hsp60 antibodies in the serum may be a sign of heart disease, a 
marker of the severity of their course, a risk factor for atherosclerosis development, pathological changes in small 
cerebral pulp; detected at stroke, acute coronary syndrome, congestive heart failure, dysfunction of the left 
ventricular etc. 

It was shown that  Hsp60 interacts with many components of stress-inducible pathways including AKT and 
ERK signalling. Recently we shown, based on bioinformatic prediction,  formation of functional complexes 
between molecular chaperone Hsp60 and kinases involved in apoptosis regulation (AKT1 and p70S6K) by co-
immunoprecipitation method in normal and pathological myocardia. The changes in AKT1 and p70S6K 
expression and its phosphorylated activity in diseased heart in comparison with normal ones are correlated with 
severity of experimental DCM-like pathology progression. In the same time, we identified significant changes in 
Hsp60 expression and cellular re-localization compared with the level of specific anti-Hsp60 antibodies.  

We supposed that Hsp60 could form in vivo functional complexes with AKT1 and p70S6K that play a crucial 
role in regulation of stress-induced apoptotic signal pathways in cardiomyocytes. The mechanism of such 
complexes formation should be elucidated. We presume that Hsp60 is a general connecting-link in the regulation 
of cardiomyocytes apoptotic signalling at heart failure progression.  
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Аконітин належить до групи рослинних терпеноїдів, для багатьох з яких була доведена висока 
протипухлинна активність. Фармакологічну дію аконітину пов’язують з його впливом на електрокінетичні 
характеристики клітин за рахунок блокування їх  натрієвих каналів. Відомо, що ендотеліальні клітини 
характеризуються високим рівнем експресії натрієвих каналів в порівнянні з нормальними епітеліальними 
клітинами, що дає підстави припустити, що протипухлинна активність аконітину пов’язана з 
антиваскулярним механізмом його дії. 

Метою роботи було - дослідити вплив аконітину на електрокінетичні характеристики ендотеліальних 
клітин та кровоносні судини пухлин чутливих до його протипухлинної дії (карцинома легені Льюїс LLC та 
гліома 101-8). 

Матеріали і методи. Вплив аконітину (Sigma) на електрокінетичні характеристики ендотеліальних клітин 
лінії МАЕС визначали після однодобової  інкубації за лінійною швидкістю їх руху в кварцевому капілярі при 
постійному електричному полі. Для аналізу вазотропної дії аконітину проводили морфологічні дослідження 
пухлинної тканини та внутрішніх органів інтактних тварин після одноразового перорального введення 
агента в дозі МТД/2. Гістологічні зрізи забарвлювали гематоксилін-еозином по Ван-Гізону. 

Результати дослідження. При низьких не цитотоксичних концентраціях аконітин викликає інверсію знаку 
поверхневого заряду ендотеліальних клітин з позитивного на негативний, що може призводити як до 
гальмування росту нових судин, так і порушувати структуру існуючих кровоносних судин. Це 
підтверджується і морфологічними дослідження впливу аконітину на кровоносні судини. Виявлено 
судинопошкоджуючу дію аконітину (більш виражену в пухлинній тканині), яка проявлялась в розширенні 
кровоносних судин, збільшенні їх проникності, значному плазматичному просочуванні, а в деяких випадках 
в розривах кровоносних стінок.  

Висновки. Проведені дослідження показали виражену антиваскулярну дію аконітину, що може бути 
одним з механізмів його протипухлинної активності.  
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Aconitine belongs to the group of herbal terpenoids some members of which were shown to possess high 
anticancer activity. Pharmacologic action of aconitine is thought to be related to its effect on electrokinetic 
characteristics of cells via blockage of their sodium channels. It is known that endothelial cells are characterized 
by high expression level of sodium channels compared to normal epithelial cells that’s why one could suppose 
that anticancer activity of aconitine could be realized via antivascular mechanism of its action. 

The aim of the work was to analyze an effect of aconitine on electrokinetic characteristics of endothelial cells 
and blood vessels of experimental tumors sensitive to its anticancer action (Lewis lung carcinoma (LLC) and 
glioma 101-8). 

Materials and Methods. Effect of aconitine (Sigma) on electrokinetic characteristics of endothelial cells of 
МАЕС line was determined after their 24 hour incubation with this agent by the cell linear speed of movement in 
quartz capillary in constant electric field. For analysis of vasotropic action of aconitine, there have been performed 
morphological studies of tumor tissues and internal organs of intact animals after single oral administration of the 
agent at the dose of MTD/2. Histological slides were stained with hematoxylin-eosin by Van-Gieson. 

Results. In low non-cytotoxic concentrations aconitine causes an inversion of surface charge of endothelial 
cells from negative to positive one what could result in inhibition of new vessel growth or destruction of already 
existing blood vessels. This fact is supported with the data of morphological study. We have revealed vascular-
damaging action of aconitine (more expressed in tumor tissues) which manifested itself in distension of blood 
vessels, their increased permeability, significant plasma leakage and in some cases - in breakage of blood vessel 
walls.  

Conclusion. This study revealed an expressed antivascular action of aconitine which could be considered 
among mechanisms of its anticancer activity.  
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Гидроксамовые кислоты обладают высокой биологической активностью, что обусловлено их 
способностью образовывать устойчивые комплексные соединения с ионами металлов, которые играют 
важную роль в метаболических процессах живых организмов. Полифункциональные гидроксамовые 
кислоты координируясь с протеиновым фрагментом ряда энзимов, способны связывать в комплексы ионы 
металлов, находящиеся в их активном сайте. Поэтой причине многие гидроксамовые кислоты являются 
ингибиторами металлосодержащихэнзимов. В частности, они могут ингибировать цинксодержащие 
энзимы гистондеацетилазы и металлопротеиназы, тем самым регулируя экспрессию генов,пролиферацию 
и миграцию клеток,ангиогенез. Ингибиторы гистондеацетилазы вызывают аккумулирование 
ацетилированых форм белков, которые могут изменять свою структуру и фунции, индуцируют 
разнообразный фенотип в трансформованых клетках, включая арест клеточного цикла, апоптоз, 
митотическую “катастрофу”. Такой механизм действиягидроксамовых кислот обусловливает их высокую 
противоопухолевую и противобактериальную активность, а также избирательность влияния, поскольку  
нормальные клетки резистентны к действиюингибиторовгистондеацетилаз. 

Нами установлено, что N-гидрокси-4-({[(E)-2-фенилэтенил]сульфонил}амино)бутанамид (в дальнейшем 
соединение 1) обладает цитостатическим и проапоптотическим действием по отношению к клеткам линии 
карциномы шейки матки Hela (Рис.1. A и B). Указанное соединение 1 в концентрации 2,5 мкМ-2,5 мМ 
увеличивало количество апоптотических клеток в 6 раз, а также сдвигало распределение клеток по фазам 
клеточного цикла. Последнее проявилось в увеличении процента клеток в G0/G1 фазе в 1,2 раза, и 
снижении в S фазе клеточного циклав 2 раза, по сравнению с контролем. 

Нами также были выявлены изменения в морфологии культуры клеток под действием соединения 1 
(Рис.2., В). После сокультивированияHela с ним клетки приобретали фенотип нормального эпителия – 
полигональную форму с характерными отростками,удлинённым ядром.  

Таким образом, N-гидрокси-4-({[(E)-2-фенилэтенил]сульфонил}амино)бутанамидможет быть 
перспективным соединением для противоопухолевой терапии. 
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Рис.1 Уровень апоптоза клетокHela после их сокультивирования с 
соединением 1(А).Распределение клеток Hela по фазам клеточного 
цикла под влиянием соединения N1(В). 

Рис.2. Влияние соединения 1 на клеточную 
морфологию Hela (х320), норма (А), опыт 
(В). 
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Hydroxamic acids possess high biological activitydue to their ability to form stable complexes with metal 

ionswhich play an important role in the metabolic processes of living organisms. Polifunctionalhydroxamic 
acidscoordinating with enzyme protein fragmentare able to bind metal ions in their active site in 
complexes.Therefore, many hydroxamic acids are inhibitors of metal-containing enzymes.In particular, they can 
inhibit zinc-containing enzymes histone deacetylases and metalloproteases,thereby have a role in regulating gene 
expression, proliferation and cell migration, angiogenesis.Histone deacetylases inhibitors causeaccumulation of 
acetylated forms of proteins which can alter their structure and function, induce different phenotypes in various 
transformed cells, including growth arrest, apoptosis and mitotic cell death. This mechanism of action of 
hydroxamic acids determines their high antitumor and antibacterial activityand the selectivity of the effect, 
because normal cells are resistant to the action of histone deacetylasesinhibitors. 

We found thatN-Hydroxy-4-({[(E)-2-phenylethenyl]sulfonyl}amino)butanamide (hereinafter compound 1) has 
cytostatic and apoptotic effect with respect to cells of the cervix carcinoma line Hela (Fig.1. AandB).The 
compound 1 at concentration 2.5 mkM -2.5 mM increased the number of apoptotic cells in 6 times, and shifted the 
distribution of cells in phases of the cell cycle. Last was manifested in the increase of cell percentage inG0/G1 
phase in 1.2 timesand reduction in S phase of the cell cycle in 2 times, compared with the control. 

We have also identified changes in the morphology of the cell culture under the action of the compound 1 
(Fig. 2. B).Hela cells acquire the phenotype of normal epithelium – polygonal shape with characteristic processus, 
elongated nucleus after co-culturing with the compound. 

Thus, N-Hydroxy-4-({[(E)-2-phenylethenyl]sulfonyl}amino)butanamidecan be a promising compound for 
cancer therapy. 
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Fig.1ApoptoticlevelofHelacellsaftercocultivationwiththecompound 1 
(А).Thedistributionofcellsinphasesofthecellcycleunder the influence of 
compound 1(В). 

Fig.2. Impact of compound 1 on Helacell 
morphology (х320), normal conditions (А), 
cocultivationwitn compound 1(В). 
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Поддержание в активном состоянии цитохром Р450-зависимых гидроксилаз митохондрий и микросом 
коры надпочечников очень важно в условиях стресса, особенно при активации иммунной системы и 
развитии аутоиммунных состояний, поскольку они непосредственно участвуют в стероидогенезе, в 
частности, в синтезе глюкокортикоидов, необходимых для подавления воспалительных реакций. В 
литературе существуют данные, что содержание кортикостерона значительно повышается в период 
обострения при рассеянном склерозе (РС) и перед развитием неврологических симптомов при 
экспериментальном аллергическом энцефаломиелите (ЭАЭ), модели РС. Существующие в литературе 
данные также показывают, что уровень кортикостерона, вырабатываемого в организме больных РС и 
животных с ЭАЭ, часто не достаточен для подавления иммунологических реакций и развития болезни. 
Известно, что активность цитохрома Р450 прямо или опосредованно ингибируется некоторыми 
провоспалительными цитокинами и активными кислородными (АФК) и азотными формами, 
вырабатываемыми в больших количествах в условиях воспаления. Поэтому целью работы было 
исследовать уровни активного цитохрома Р450 в надпочечниках крыс, а также уровни специфических 
миелиновых антител и антиоксидантных белков крови церулоплазмина (Ц) и трансферрина (Т) при ЭАЭ и 
влияние в этих условиях витамина Д3 и разработанной нами витаминно-минеральной композиции. 
Витамин Д3, как известно, способен регулировать уровни цитокинов, АФК и NO•, влияя на 
дифференцировку иммунных клеток. В витаминно-минеральной композиции действие витамина Д3 
дополняли веществами с антиоксидантными и мембраностабилизирующими свойствами (витамин Е, 
липоевая и линоленовая кислоты, а также Mg, Zn и Se, элементы, связанные с функционирование 
антиоксидантных ферментов), а также витаминами группы В ( В1, В2, В6 и РР), способными нормализовать 
энергетические процессы в митохондриях клеток, способствуя тем самым также снижению генерации 
этими структурами АФК и NO.  

В эксперименте использовали 40 крыс-самцов массой 200-250 г линии Wistar, которых распределяли 
на близкие по весу 4 группы. 1 группа - контрольные (интактные) животные. Животных остальных групп 
иммунизировали в подушечки задних и/или передних лап смесью, состоящей из сухого очищенного 
гомологического миелина и полного адъюванта Фрейнда. Контрольная группа крыс получала 
физиологический раствор в том же объеме. Все животные находились на сбалансированном рационе и 
получали воду ad libitum. Одна из групп иммунизированных животных с 8-го дня эксперимента получала 
перорально ежедневно в течение 13 суток витамин Д3 в дозе 5мкг на кг веса, другая группа — указанный 
витаминно-минеральный комплекс. Исследования проводили на 21-е сутки после иммунизации при 
наличии неврологических симптомов. 

Для изучения содержания металлопротеидов (цитохрома Р450, Ц и Т) использовали метод ЭПР. 
Уровни антителообразования к белкам миелина изучали методом иммуноблоттинга.  

Результаты исследований показали, что в условиях развития ЭАЭ в надпочечниках действительно 
уровень цитохрома Р450 был несколько повышен. При этом в крови животных с ЭАЭ обнаруживались 
антитела, как к ОБМ, так и к другим миелиновым белкам, а также заметно увеличивались уровни Ц, Т и 
соотношения Ц/Т. Полученные данные свидетельствуют о наличии интенсивного аутоиммунного процесса 
у крыс этой группы, активации у них гипоталамо-гипофизарно-адреналовой системы и антиоксидантных 
механизмов крови. Признаки заболевания у них начинались на 14-16 день, оценивались как средние, и к 
21-м суткам имели тенденцию к снижению.  

Применение отдельно витамина Д3 на фоне развития заболевания приводило к некоторому 
увеличению уровня Ц, но не Т, что отобразилось на Ц/Т, которое достоверно увеличивалось, 
свидетельствуя о возрастании антиоксидантных свойств крови. Уровень цитохрома Р450 в надпочечниках 
достоверно не отличался от уровня у животных с ЭАЭ, которым витамин не вводили. Но при этом 
наблюдалось снижение в несколько раз уровня специфических аутоантител в крови животных, 
свидетествующее о меньшей активации иммунных процессов при действии витамина, клинические 
признаки при этом развивались в меньшей мере. Исследования показали также, что применение 
разработанной композиции биологически активных веществ, приводило к отчетливо большему 
повышению уровня активного Р450 и соотношения Ц/Т. Эти изменения обратно коррелировали с уровнем 
антител, который снижался в 5 раз, и с развитием клинических признаков, которые у некоторых животных 
не определялись. Можно предположить, что исследованная витаминно-минеральная композиция, 
благодаря своим свойствам активировать антиоксидантные механизмы, способствует активации 
эндогенного синтеза кортикостерона, что, в свою очередь, способствует подавлению воспалительных 
реакций и развитие ЭАЭ у крыс.  
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Maintenance in an active state of cytochrome P450-dependent hydroxylases of mitochondrions and 
microsomes of adrenal cortex is very important under conditions of a stress, especially at activation of immune 
system and development of autoimmune states as it directly participates in steroidogenesis, in particular, in 
synthesis of the glucocorticoids which are necessary for suppression of inflammatory reactions. There are data 
that the blood contents of corticosterone is considerably raised in the relapse of the multiple sclerosis (MS) and 
before onset of clinical disease in the experimental allergic encephalomyelitis (EAE), the model of MS. Recent 
data also show that level of corticosterone, produced at the RS patients and EAE animals, often isn't enough for 
suppression of immunological reactions and to stop disease progression. It is also known that activity of P450 
cytochrome is able directly or indirectly to be inhibited by some inflammatory mediators and both reactive oxygen 
(ROS) and nitric substances, which level is very elevated in the conditions of inflammation. Therefore the purpose 
of work was to investigate the levels of active form of cytochrome P450 in adrenal glands of rats, and also levels 
of specific myelin antibodies and antioxidant proteins of blood such as ceruloplasmin (C) and transferrin (T) at 
EAE and influence in these conditions of vitamin D3  and developed by us vitamin and mineral composition. The 
vitamin D3 is capable to reduce levels of inflammatory cytokines, ROS and NO• due to the regulation on the 
immune cells differentiation. In the vitamin and mineral composition the action of vitamin D3 was amplified by 
substances with antioxidant and membrane stabilizing properties (vitamin E, lipoic and linoleic acids, Mg, Zn and 
Se, the elements related with antioxidant enzymes functioning), and also vitamins which belong to group B (B1, 
B2, B6 and PP), which are capable to normalize energy processes in mitochondria and to decrease their 
production of ROS and NO. 

40 Wistar rats, males, weigh 200-250 g were used in the experiment. They were distributed on 4 groups 
according to their weights. 1 group was control (intact) animals. Animals of other groups were immunized with the 
mixture consisting of a dry isolated homological myelin and full adjuvant of Freynd and given subcutaneously into 
the hind footpads and/or forepaws. The control group of rats was given physiological solution in the same volume. 
All animals were on the balanced diet and received water ad libitum. One of groups of immunized animals from 
the 8th day of the experiment received per os daily within 13 days vitamin D3 in a dose 5 μg per kg, other group 
— the above mentioned vitamin and mineral composition. The experiment was carried out during 21 days after 
immunization in the presence of neurologic symptoms.  

To study the level of an active form of cytochrome P450 in adrenal glands, and the level of C and T in integral 
blood, we used the computerized EPR-spectrometer. To determine the level of production of antibody against 
myelin proteins we used immunoblotting method. The peroxydase reaction with sodium molybdate served for the 
detection of antibodies. 

The obtained data showed that in adrenal glands really the level of cytochrome P450 was raised in the EAE 
conditions. In the blood of animals with EAE we found the antibodies against MBP and other myelin proteins. The 
levels of C, T and C/T ratios were considerably increased. C and T are functionally connected antioxidant factors 
of blood. C is characterized by ferroxydase activity and catalyzes Fe2+oxidation to Fe3+ that makes possible 
inclusion of iron into T. So, the ratio of C/T is an important indicator of the antioxidant status of blood. These data 
prove the appearence of intensive autoimmune process, activation hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis 
response and blood antioxidant mechanisms in rats of this group. The disease symptoms were observed at 14-16 
day, and were estimated as medium, and they have tendency to decline at 21st days of the experiment. 

The application of vitamin D3 during the development of the disease led to some increase the in level of C, but 
not T, thus it was shown on the C/T ration. This ratio was authentically increased, that proves the increase of 
antioxidant properties of blood. The cytochrome P450 level in adrenal glands didn't essentially differ from this one 
at EAE animals which were not treated with the vitamin. The level of specific autoantibodies in blood of animals 
was decreased in several times what testifies to less level of activation of immune processes under vitamin D3 

action. The clinical signs were less detective. Our data also indicate that application of the developed composition 
of biologically active substances led to the more significant increase of the level of active P450 and the C/T ratio. 
These changes had inverse correlation with antibody level which was decreased in 5 times, and with severity of 
clinical signs which at some animals weren't defined. It is possible to assume that the studied vitamin and mineral 
composition, thanks to its ability to activate antioxidant mechanisms, promotes activation of endogenous 
corticosterone synthesis that, in turn, promotes suppression of inflammatory reactions and the development of 
EAE in rats.  
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Клеточные препараты, получаемые из кордовой крови (КК), представляют собой биологически 
активные материалы и могут быть использованы как в качестве трансплантата для радикального 
излечения больных со многими заболеваниями системы крови, так и в «supporting» терапии для лечения  
широкого спектра заболеваний различного генеза. Однако, учитывая небольшое количество 
гемопоэтических клеток (ГК), получаемых при единичной заготовке, и возможные  потери клеточной массы 
на этапах выделения и криоконсервирования, биологическая состоятельность препаратов КК напрямую 
зависит от способов их получения. 

Целью данной работы было определение на модели преждевременного старения крыс биологической 
активности криоконсервированных препаратов КК в зависимости от способов выделения ядросодержащих 
клеток (ЯСК). 

Сбор КК производили после получения информированного согласия у беременной. В работе 
использованы следующие методы выделения ЯСК КК: 1- в градиенте плотности фиколла с плотностью 
1,077 г/мл; 2- путем седиментации эритроцитов КК с использованием 3% раствора желатина с 
последующим отмыванием; 3- путем седиментации эритроцитов КК с использованием Полиглюкина (рос.) 
без последующего отмывания. Замораживание проводили по разработанной в ИПКиК НАНУ программе. 
Биологическую активность полученных препаратов оценивали in vitro методом КОЕк в агаровых культурах 
и in vivo на модели преждевременного старения крыс, вызванного субтотальной тиреоидэктомией. В 
качестве показателей были выбраны гематологические параметры периферической крови крыс и 
морфометрические показатели кожи тиреоидэктомированных животных. Препараты КК вводились в/в из 
расчета ЯСК  3-5х107/кг. 

Показано, что сепарация кордовой крови в градиенте плотности фиколла позволяет выделить 
преимущественно мононуклеарные клетки, но приводит к значительным потерям (до 30-50%) 
гемопоэтических клеток-предшественников на этапах неоднократного отмывания полученных клеток 
путем центрифугирования, а также к развития нелетальных повреждений клеточных мембран, которые 
при дальнейших процедурах замораживания-оттаивания негативно сказываются на их криоустойчивости. 
При использовании 3% раствора желатины с последующим отмыванием эффективность выделения 
ядросодержащих клеток достигает 80-89%, сохранность ЯСК после криоконсервирования составляет 70-
76%. Наиболее оптимальным способом как по числу выделенных ЯСК (более 85%), так и по  числу CFU-
GM и CFU-GEMM оказался метод естественной седиментации в градиенте плотности декстрана с м.м. 
60000 (Полиглюкин), который позволяет сохранить после криоконсервирования до 98% CD34+ в 
жизнеспособном состоянии. 

При гистологическом исследовании препаратов кожи тиреоидэктомированных крыс через 1 месяц 
после моделирования гипотиреоза нами обнаружены все признаки ее старения. Введение препаратов КК, 
полученных разными методами выделения, оказывало положительный эффект на морфоструктуру кожи 
крыс с хроническим гипотиреозом, однако наиболее  выраженный и по времени, и по значимости эффект 
был показан при использовании ЯСК КК, выделенных на Полиглюкине. Так, на срезах кожи, начиная с 7 
суток после введения КК, обнаруживался новообразованный эпидермис с нормальной складчатостью и 
дифференцировкой клеток с формированием характерных слоев. В собственно дерме, особенно в 
глубоких ее отделах, обнаруживаются растущие волосяные фолликулы. На границе дермы и подкожной 
клетчатки наблюдается разрастание мелких кровеносных сосудов и капилляров, а также – 
фибробластических клеточных элементов. Для гипотиреоза характерно также развитие анемии и 
лейкопении. Все исследуемые препараты КК в той, или иной степени способствовали регрессу 
развившихся при экспериментальном гипотиреозе нарушений в виде нарастающей анемии и лейкопении. 
Внутривенное введение ЯСК КК, выделенных методом №3, практически полностью нормализовало 
уровень эритроцитов экспериментальных животных к 14 суткам и уровень лейкоцитов на 2-7 сутки 
наблюдения, тогда как при использовании ЯСК, выделенных методами 1 и 2, не удавалось достичь 
повышения показателей периферической крови больше чем на 30—40%.  

Таким образом, исходя из исследованной биологической активности препаратов КК в системах in vitro  
и in vivo можно заключить, что с целью коррекции гомеостаза организма, нормализации всех его жизненно 
важных функций и систем оптимально использовать клеточные препараты КК, полученные в градиенте 
декстрана с м.м.60000, которые представляют собой взвесь ЯСК (в том числе и ГК), взвешенных в 
аутологичной плазме, богатой витаминами, биологически активными субстанциями, гормонами.  
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Cell preparations derived from cord blood (CB) are biologically active substances  and can be used both as 
the graft for radical healing of patients with many blood diseases and supporting therapy to treat a wide range of 
diseases of different genesis. However  taking into account small number of hemopoietic cells (HCs) obtained 
during single procurement there are possible the losses of cell mass at the stages of their isolation and 
cryopreservation, biological validity of CB preparations directly depends on the ways of their deriving.  

The research aim was to determine biological activity of cryopreserved preparations of CB depending on the 
isolation ways of nucleated cells (NCs) in the model of untimely ageing of the rats. 

CBs was collected after receiving the informed consent of a pregnant. In the work there were used the 
following isolation methods for CB NCs: 1 – in density gradient of ficoll with 1.077 g/ml density; 2 – by means of 
sedimentation of CB erythrocytes using 3% gelatin solution with following washing; 3 – by sedimentation of CB 
erythrocytes using Polyglukin (rus.) with no following washing. Freezing was performed according to the 
developed at the Institute for Problems of Cryobiology & Cryomedicine of the National Academy of Sciences of 
Ukraine program.  Biological activity of the resulted preparations was assessed in vitro by the method of CFUb in 
agar cultures and in vivo in the model of untimely ageing of rats, caused by subtotal thyroiectomy. Hematological 
parameters of peripheral blood of rats and morphometrical indices of skin of thyroidectomized animals were 
chosen as the indices. CB preparations were intravenously injected in an amount of NCs 3-5x107/cells. 

It has been shown that separation of cord blood in ficoll density gradient allows the isolation of predominantly 
mononuclear cells, but leads to significant losses (up to 30-50%) of hemopoietic progenitor cells at the stages of 
repeated washing of the obtained cells by centrifugation, as well as to the development of non-lethal injuries of 
cell membranes, which during further procedures of freeze-thawing negatively  affect  their cryoresistance. When 
using 3% gelatin solution  with following washing-out the efficiency of isolation of nucleated cells reaches 80-89%, 
the preservation of NCs after cryopreservation makes 70-76%. The most optimal way both as for the number of 
isolated NCs (more than 85%) and the number of CFU-GM and CFU-GEMM occurred to be the method of natural 
sedimentation in density gradient of dextran with 60000 m.m. (Polyglukin), enabling the preservation after 
cryopreservation up to 98% CD34+ in a viable state.  

During histological study of skin preparations of thyroidectomized rats in a month after simulation of 
hypothyreosis we have found all the signs of its ageing.  Administration of CB preparations, obtained by different 
isolation methods, affected positively  the skin morphostructure  of rats with  chronic hypothyreosis, but the most 
manifested both in time and in the significance effect was demonstrated  when suing CB NCs, isolated with 
Polyglukin. So in skin sections starting from the 7 day after CB injection there was found newly formed epidermis 
with normal folding and cell differentiation with the formation of featured layers. In derma itself especially in its 
deep parts there are observed growing hair follicles. On the boundary of derma and subcutaneous cells there is 
found growing small blood vessels and capillaries as well as fibroblast cell elements. For hypothyreosis the 
development of anemia and leucopenia are also characteristic. All the studied preparations of CB in any extent 
contributed to the regression of the developed at experimental hypothyreosis lesions as enhancing anemia and 
leucopenia. Intravenous injection of CB NCs, isolated with the method N3, practically completely normalized the 
level of erythrocytes of experimental animals to the 14th day and the one of leukocytes to the 2-7th observation 
day, meanwhile when using NCs isolated with the methods 1 and 2 we have not managed to achieve the rise in 
the peripheral blood indices higher than by 30-40%. 

Thus due to the studied biological activity of preparations of CB in vitro and in vivo one may conclude that to 
correct a body homeostasis, normalize all vital functions  and systems it is optimal to use cell preparations of CB, 
obtained in dextran gradient with 60000 m.m., which are the suspension of NCs (including HCs) suspended in 
autologous plasma rich with vitamins, biologically active substances, hormones. 
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Вступ. Актуальним питанням медичної біохімії є вивчення патогенезу виразкової хвороби (ВХ) шлунка.  
В останні роки для лікування різноманітних патологій використовують препарати природного 

походження, наприклад, сквален і «Аммівіт».  
Пригнічення регенерації клітин слизової оболонки шлунка (СОШ), посилення процесу деструкції білків 

при ульцерогенезі роблять актуальним дослідження активності амінотрансфераз, котрі відіграють важливу 
роль у обміні речовин, зокрема у процесі синтезу й розпаду амінокислот. Вміст аланінамінотрансферази 
(АЛТ) та аспартатамінотрансферази (АСТ) в організмі та їхня каталітична активність є найвищими.  

Останнім часом предметом численних досліджень є з’ясування впливу різних БАР на репаративні і 
цитопротекторні можливості клітин організму. Вважається [1], що при підвищенні активності зазначених 
ензимів варто припинити введення лікарських препаратів або застосовувати менші дози.  

Пригнічення регенерації клітин СОШ і, як результат, зменшення продукції шлункового слизу, посилення 
процесу деструкції білків при утворенні виразки шлунка роблять актуальним дослідження активності 
амінотрансфераз. 

Метою роботи було дослідити ефекти дії природних антиоксидантів на активність амінотрансфераз в 
клітинах СОШ щурів за умов експериментального ульцерогенезу. 

Методи дослідження. В дослідах використовували білих нелінійних щурів обох статей масою 200 г. 
Ізольовані клітини СОШ отримували за модифікованим методом Левіна та ін. Активність ферментів 
визначали спектрофотометрично, кількість білка – за методом Лоурі. Статистичну обробку результатів 
проводили загальноприйнятими методами варіаційної статистики.  

Результати. В результаті досліджень з’ясовано, що внаслідок виразкоутворення намічалася тенденція 
до зниження активності АСТ і АЛТ.  

При введенні «Аммівіту» на 3 добу ульцерогенезу активність АСТ знизилась у 1,3 рази порівняно з 
контролем (таблиця 1). 

Таблиця 1 
Активнісь амінотрансфераз в клітинах СОШ щурів за умов експериментальної виразки і після введення 

«Аммівіту» та сквалену, мкмоль/мг білка (М±m; n=10). 
 
Група тварин АСТ АЛТ 
Контроль 250,0±19,8 356,8±28,4 
Етанол 199,6±15,7* 280,9±22,3* 
Етанол+«Аммівіт» (3 доби) 190,3±15,1* 283,5±22,5 
Етанол+«Аммівіт» (5діб) 197,7±15,8 286,6±22,8 
Етанол+«Аммівіт»+сквален (5 діб) 198,8±15,9 370,8±29,6** 

* - р ≤ 0,05 різниці достовірні по відношенню до контролю 
** - р ≤ 0,05 різниці достовірні по відношенню до етанолової моделі 
 
На 5 добу введення «Аммівіту» активності амінотрансфераз починають зростати, але статистично 

достовірно не змінюються порівняно зі значеннями виразки.  
При введенні сквалену активність АЛТ підвищилась у 1,3 рази порівняно зі значенням виразки, 

активність АСТ зросла, але статистично достовірно не змінилась.  
Висновки. Отримані результати свідчать, що «Аммівіт» і сквален сприяють підвищенню активності 

амінотрансфераз у клітинах СОШ за умов розвитку виразки. Це сприяє відновленню структурно-
функціонального стану слизової. Тому ці сполуки можуть бути рекомендовані для використання в 
комплексному лікуванні ВХ шлунка. 
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Introduction. Studying of gastric ulcer disease (GUD) pathogenesis is the topical question of medical 
biochemistry. Over the past years drugs of natural origin, such as squalene and "Ammivit", has been using in 
treatment of various pathologies .    

Inhibition of gastric mucosal cells (GMC) regeneration and intensification of protein degradation under 
ulceration make the research of aminotransferase activity an important question. 

The content of alanineaminotransferase (ALT) and aspartateaminotransferase (AST) in the organism and their 
catalytic activity is the highest. 

The determination of different biologically active substances effect on reparative and cytoprotective cell 
opportunities is the subject of intensive scientific research. It is believed [1] that if the activity of these enzymes 
increase it is necessary to stop giving the drugs or use smaller doses. 

Inhibition of gastric mucosal cells (GMC) regeneration and as a result, reducing of gastric mucus production 
and intensification of protein degradation under ulceration make the research of aminotransferase activity an 
actual question. 

The purpose of the study was to investigate effects of natural antioxidants on activities of aminotransferases in 
rats gastric  mucosal cells under experimental ulceration. 

Methods. Nonlinear white rats were used. Isolated GMC were received  by a modified method of Levine et al. 
Ferment activities were determined spectrophotometrically, protein amount was determined by the Lowry method. 
Statistical analysis of the results were made by generally accepted methods of variation statistics. 

Results. As a results of our investigation were found that ulceration led to AST and ALT activities decreation  
tendency. 

During 3 days of ulceration with  "Ammivit" AST activity  decreased in 1,3 times compared with control  
(Table 1). 

 
Table 1. Activities of aminotransferases in rats gastric mucosal cells under experimental ulceration and after 

addition of squalene and "Ammivit", mkmol/mg of proteins (М±m; n=10). 
Group АSТ АLТ 
Control 250,0±19,8 356,8±28,4 
Ethanol 199,6±15,7* 280,9±22,3* 
Ethanol +"Ammivit" (3 days) 190,3±15,1* 283,5±22,5 
Ethanol +"Ammivit" (5 days) 197,7±15,8 286,6±22,8 
Ethanol +"Ammivit" +squalene (5 days) 198,8±15,9 370,8±29,6** 

* - р ≤ 0,05 of difference is reliable against  control  
** - р ≤ 0,05 of difference is reliable against  ethanol  model 
 
After 5 days of "Ammivit" addition activities of aminotransferases begined to increase, but there are no 

statistically significant changes compared with values under ulceration.  
Under squalene addition the activity of АLТ increased in 1,3 times compared with ulcer meanings, the activity 

of АSТ increased, but hadn't statistically significant changes.  
Conclusions. Obtained results show that squalene and "Ammivit" contribute increasing of aminotransferases 

activities rats gastric  mucosal cells under experimental ulceration. This promotes the recovery of mucus 
structural and functional condition.  

Therefore, these compounds can be recommended for use in treatment of GUD. 
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Характерными патогистологическими структурами, выявляемыми в мозге при болезни Альцгеймера 
(БА) являются внеклеточные депозиты пептида β-амилоида в составе сенильных бляшек и 
внутриклеточные нейрофибриллярные клубки, формируемые гиперфосфорилированным белком tau, 
который в норме ассоциирован с микротрубочками (MAPT). Гиперфосфорилированный tau проявляет 
повышенную склонность к агрегации, что приводит к потере его нормальной функции, образованию 
патологических включений и, в конечном итоге, к гибели нервных клеток. Ранее было показано, что 
димебон способен снижать содержание амилоидных включений, образованных потенциально-
амилоидогенными белками при модельных протеинопатиях [2; 3]. 

Целью данной работы являлось исследование действия отечественного препарата димебон на 
процесс формирования и/или стабильности характерных для БА амилоидных включений, образованных 
tau белком. Для достижения этой цели была поставлена задача: оценить влияние димебона на процесс 
накопления гиперфосфорилированной формы белка tau у трансгенных мышей tauP301S. У животных данной 
линии наблюдается высокий уровень экспрессии мутантного MAPT белка человека. Нейроспецифичность 
экспрессии трансгенной кассеты обеспечивается Thy1 промотором, в тканях нервной системы 
наблюдается накопление филаментов гиперфосфорилированного tau, сопровождающееся существенной 
гибелью нейронов спинного мозга и значимым ухудшением моторных функций, что приводит к 
парапарезам [1]. 

В эксперименте трансгенные животные получали димебон (70 мкг/мл с питьевой водой), начиная с 35-
дневного возраста, когда клинические признаки нейродегенерации еще не выявляются. C помощью 
иммуногистохимического окрашивания антителами против гиперфосфорилированной формы tau-белка 
AT8 было показано, что хроническое администрирование димебона значимо уменьшается количество 
нейронов, содержащих гиперфосфорилированные формы tau-белка в вентральных рогах спинного мозга 
(рисунок 1). 

 
Рис.1. Количество нейронов, содержащих гиперфосфорилированные формы белка tau в опытной (ромб) и контрольной 
(квадрат) группах трансгенных животных P301S. На графике представлено среднее число AT8 позитивных нейронов в 
вентральных рогах торакального отдела спинного мозга в группе на каждый срок измерения (n=7, * - p<0,05, критерий 
Манна-Уитни). 

 
Полученные данные свидетельствуют о том, что димебон можно рассматривать как лекарственный 

препарат, обладающий болезнь-модифицирующей активностью при болезни Альцгеймера и других 
деменций с преимущественной тау-патологией. 
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Acne is a common human skin disorder. The disease is characterized by inflammatory and non-inflammatory 
comedones, papules, pustules, and nodules appearing in the skin. The main objective of this study was to explore 
the association of Propionibacterium acne and Staphylococcus epidermidis in the propagation of acnes. But one 
of the major problem was  associated with poorly understood acne-associated uncultured bacterial populations  
(95%), influencing acne  directly or indirectly. With this in mind, we sought to study the remaining bacterial 
populations responsible for acne disease via culturable as well as metagenomics approaches in aerobic and 
anaerobic conditions from acne patients. In order to see the un-explored population, we have isolated more than 
10 different microbial strains might be responsible for acne disease.  These all isolated microbes were identified 
by some morphological, biochemical and molecular methods using 16S rRNA approach. These  microbial 
population includes; Propionibacterium acne, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus capitis, Lysinibacillus 
sphaericus, Exiguobacterium aurantiacum and Methylobacterium rhodesianum. We have done quantitative 
analysis of P. acne and S. epidermidis using the 16S rRNA gene expression analysis and found that the 
populations of these microbes were increased by 66% and 73%, respectively, in acne patients as compared to 
control. We observed that the population of P. acne is 21% higher than S. epidermidis, in control but in Acne 
patients’s sample the population of P. acne is only 10% higher than S.  epidermidis. Based on above findings, we 
conclude that the relative increase in the population of S. epidermidis was more than P. acne followed by 
uncultured bacteria, in patient’s samples and this might influence their role in acne.  The MIC of antibiotic studied 
on isolated P. acne and S. epidermidis from Acne patient’s samples found that these  microbes were resistant to 
clindamycin and colistin.  
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Генитальный герпес (ГГ) занимает 2 место после трихомониаза среди заболеваний, передающихся 
половым путем. Возможно, что ГГ распространен значительно шире, чем это предполагается, так как 
учету поддаются лишь симптоматические формы заболевания, которыми в мире страдает около 86 млн. 
человек. По расчетам, только в США носителем вируса является каждый 4-6 житель. Заболевания, 
вызванные вирусом простого герпеса (ВПГ), занимают одно из первых мест, как по распространенности, 
так и в структуре смертности. Среди причин смерти, обусловленной вирусными инфекциями (без учета 
СПИДа), они находятся на 2 месте (15,8 %) после гриппа.  

В последние годы появилось новое поколение лекарственных средств, способных занять одно из 
ведущих мест в комплексной противовирусной терапии, Это, в первую очередь, индукторы ИФН – 
препараты (амиксин, неовир, циклоферон), удачно сочетающие этиотропный и иммуностимулирующий 
эффекты действия. Препараты инициируют образование эндогенных ИФН (альфа/бета, гамма). В опытно-
внедренческой лаборатории НПЦ «Борщаговский химфармзавод» по оригинальной технологии была 
получена субстанция препарата Альтабор, представляющая собой очищенный сухой экстракт соплодий 
ольхи серой и клейкой. 

Цель настоящего исследования заключалась в изучении антивирусной эффективности новой формы 
препарата Альтабор –  мази (разных концентраций) на модели генитального герпеса. 

Для работы использовали: мазь Альтабор в концентраций:  1 %, 3 %, 5 % , ВПГ-2, выделенный от 
больного герпесом гениталий из смыва с пораженной поверхности, поддерживали серийными пассажами 
в культуре клеток Vero. Модель генитальной герпетической инфекции морских свинок воспроизводили 
путем заражения последних вируссодержащей жидкостью с инфекционным титром 5,0-5,5 lg ТЦИД50/мл. 
Клинические симптомы экспериментального ГГ наблюдали ежедневно перед проведением лечения и 
прослеживали в течение всего периода болезни. Критериями оценки тяжести инфекционного процесса 
служили площадь и степень  специфических поражений, наличие отека, гиперемии, орхита. Максимальная 
выраженность каждого признака составляла 4 балла. Наблюдение за животными проводили в течение 21 
дня. Каждая группа исследуемых животных состояла из 5 животных. Эффективность препаратов 
оценивали на пике развития патологического процесса: по снижению выраженности клинических 
проявлений, сокращению заболевания, индексу лечебного действия в опытных группах по сравнению с 
контрольной. 

Изучение  антигерпетической  активности  препаратов  осуществляли  по 3-м схемам: 1 – лечебной; 2 – 
профилактической; 3 – лечебно-профилактической. 

Использовали стандартные методы анализа индукции ИФН и определения активности ДНК-
полимеразы и тимидинкиназы.  

В результате проведенных исследований по изучению влияния аппликации лекарственных форм 1 %, 
3 % и 5 % мазей Альтабор  на модели полового герпеса по трем схемам лечения (профилактической, 
лечебной и лечебно-профилактической) установлена высокая эффективность лекарственной формы 5 % 
мази Альтабор. Эффективность профилактики и лечения аппликациями 5 % мази Альтабор была на 
уровне референтного препарата  5 % мази Зовиракс.  

Механизм антигерпетического действия препарата Альтабор заключается в индукции гамма-
интерферона и ингибиции активности ДНК-полимеразы и тимидинкиназы, следовательно, и синтеза ДНК. 
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Genital herpes ranks second after trichomoniasis among the sexually transmitted diseases. About 86 million 
people are suffered from genital herpes worldwide. Since only symptomatic forms of the disease are recorded, 
genital herpes may be even more widespread. According to the estimates, in USA each one in 4 to 6 persons 
carries herpes simplex virus (HSV). HSV-associated diseases are the second cause of death (15.8 %) due to viral 
infections after influenza (excluding AIDS). Recently, novel drugs have been developed that may be 
advantageous for complex antiviral therapy. IFN inducers such as Amixin, Neovir, Cycloferon combine etiotropic 
and immunostimulating effects and initiate production of endogenous IFNs (alpha/beta, gamma). The original 
technology was used in research-and-promotional laboratory of Borschahivskyi Chemical Pharmaceutical Plant 
Research and Production Center for developing Altabor substance as the purified dry extract from the 
infructescence of the white alder and the sticky alder.      

The aim of the study consisted in assessing antiviral efficacy of the novel dosage form of Altabor (ointment) in 
the model of the genital herpes. 

The ointment of Altabor was used in various concentrations, namely 1 %, 3 %, and 5 %. HSV-2 isolated from 
the wash of the affected surface of genitals was passaged serially in Vero cells. The model of the genital herpes 
infection was reproduced by infecting the Guiney pigs with virus-containing medium with infectious titer of 5.0-5.5 
lg TCID50/mL. The clinical symptoms of the experimental genital herpes were monitored daily throughout the 
entire period of the disease. The severity of the infectious process was assessed based on the area and the 
extent of the specific lesions, the presence of edema, hyperemia, orchitis scoring each sign in points from 0 to 4. 
The animals were followed up to 21 days. Each group comprised 5 animals. The efficacy of the drugs was 
assessed at the peak of the pathological process by the reduction of the clinical manifestations, the decrease in 
disease length, and the therapeutic index in treatment groups as compared with control.  

The antiherpetic activity was studied in therapeutic, prophylactic and therapeutic-prophylactic regimens. 
Thymidine kinase activity, DNA polymerase activity and IFN induction were assayed by the standard 

techniques. 
The high efficacy of the applications of 5 % Altabor ointment has been proved in all three regimens, namely 

therapeutic, prophylactic and therapeutic-prophylactic. The efficacy of prevention and treatment with 5% ointment 
of Altabor was comparable with that of 5 % Zovirax ointment used as a reference drug. Altabor has been shown 
to induce effectively IFN gamma. In vitro studies demonstrated that Altabor inhibits of thymidine kinase and DNA 
polymerase activities.  

In summary, Altabor ointment turned out to be an effective agent in the experimental model of genital herpes. 
The mechanisms of antiherpetic effects of Altabor seem to comprise IFN gamma induction, and inhibition of 
thymidine kinase and DNA polymerase activities. 
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Для протидії неопластичним процесам все частіше використовуються природні біологічно активні 
речовини (БАР), які здатні активізувати внутрішні резерви організму. Аберантні крипти слизової 
вважаються пренеопластичними ушкодженнями, утворення яких може слугувати індикатором виникнення 
колоректального раку. У щурів багаторазове введення 1,2 диметилгідразину викликає формування 
аберантних крипт, що з часом може перетворитися на злоякісну пухлину.  

Метою роботи було дослідження БАР з насіння Trigonella foenum graecum, які вводили у формі часток 
малих розмірів, щурам з експериментальним канцерогенезом товстої кишки. 

В дослідах використовували щурів-самців. Розвиток експериментального канцерогенезу товстої кишки 
у піддослідних тварин індукували шляхом повної заміни питної води на 1,5% розчин декстрансульфат 
натрієвої солі і подальшим щотижневим введенням специфічного проканцерогену – 1,2 диметилгідразину 
(20 мг/кг) протягом 2,5 місяців. Ступінь уражень слизової оболонки товстої кишки оцінювали при аутопсії 
візуально і гістологічно. Щурів утримували на експериментальній дієті, що містила у одній групі 0% та у 
другій групі – 1% суспензію частинок насіння Trigonella foenum graecum. 

Показано, що на відміну від контролю у дослідних тварин через 3-7 діб  канцерогенного впливу слизова 
оболонка товстої кишки була набрякла, гіперремована, інфільтрована нейтрофілами, епітеліальні клітини 
були значної товщини, легко видимі і мали збільшені перекриптичні зони. Для більш пізніх термінів (8-10 
тиж.) дії 1,2 диметилгідразину характерно було формування потовщень та округлих наростів у товстій 
кишці, підраховано кількість поодиноких крипт, а також зон мультикрипт, кількість яких збільшувалась з 
часом.  

У тварин, які отримували БАР з Trigonella foenum graecum кількість мультикрипт зменшувалась на 30%, 
а поодиноких аберантних крипт – на 40% в порівнянні з тваринами, у яких моделювали експериментальний 
канцерогенез. Зразки сироватки крові з черевної аорти були зібрані для подальшого визначення 
біохімічних і імунологічних показників. 

Таким чином, за умов моделювання специфічного канцерогенезу при дослідженні впливу дієти, що 
містить 1% пудри насіння Trigonella foenum graecum показано інгібуючий вплив як на поодинокі аберантні 
крипти, так і на мультикрипти у товстій кишці, що дозволяє передбачати можливість використання БАР 
Trigonella foenum graecum для створення нових лікарських форм.  
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To counteract the neoplastic processes are increasingly using natural biologically active substances, which 

are able to activate internal reserves of organism. Aberrant crypts foci are consider preneoplastic colonic lesions, 
the formation of which can be an indicator of emergence of colorectal cancer. Repeated administration of 1,2 
dimethylhydrazine to rats causes the formation of the aberrant crypts foci, which would eventually reborn in a 
malignant tumor.  

Experiments were carried out on male rats. Development of experimental colon carcinogenesis in 
experimental animals induced by complete replacement of water by 1.5% dextran sulfate sodium salt solution and 
further weekly administration of specific procantserogena – 1,2 dimethylhydrazine (20 mg / kg) for 2.5 months.  

The degree of damage of the colonic mucosa was assessed visually and by autopsy histologically. The rats 
were kept on the experimental diet, which contain for one group 0% and the other group - 1% suspension of 
particles seed Trigonella foenum graecum. 

It is shown that in contrast to the control of experimental animals after 3-7 days of carcinogenic effects of the 
colonic mucosa was swollen, double-dealed, infiltrated by neutrophils, epithelial cells were of considerable 
thickness, easily seen and had increased multicripts foci zones. For later periods (8-10 weeks) of action of 1,2 
dimethylhydrazine it was characteristically the formation of nodules and round growths in the colon, it is estimated 
the number of single crypts and multikrypt foci zones, the number of which increases with time.  

In animals that received biologically active substances from Trigonella foenum graecum multikrypt number 
decreased by 30%, and single aberrant crypts foci - 40%, compared to animals that simulated experimental 
carcinogenesis. Serum samples from the abdominal aorta were collected to further define the biochemical and 
immunological indicators. 

Thus, in terms of a specific model of carcinogenesis in the study of the influence of diet, which contains 1% 
biologically active substances of seeds Trigonella foenum graecum shown an inhibitory effect both on single 
aberrant crypts foci and at multikrypt in the colon, suggesting the use of BAS Trigonella foenum graecum to 
create new dosage forms. 
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In most societies, care of an increasingly elderly population is becoming a major economic burden.  Some 
governments are addressing the problem by raising the retirement age but this depends on maintaining good 
health.  Aging is a multifactorial process characterised by a combination of irreversible degenerative changes in 
various body systems which begin as reduced organ/tissue reserve and culminates in organ failure or infections.  
The most notable pathology is cardiovascular disease which accounts directly or indirectly the important cause of 
morbidity and mortality.  In many western nations, there has been a substantial improvement in cardiovascular 
outcomes but only at great expense for health care budgets and is aided by improved lifestyle changes.  
However, there is a wave of a younger generation who threaten to reverse these improvements.   

The immune system is well known as a system which efficiently, normally, intercepts and neutralises invading 
micro-organisms and other pathogens before they overwhelm the body.  To orchestrate the army of host immune 
cells, there are a large number of proteins (including inflammatory cytokines) which are released by these 
immune cells in response to proteins and other molecules which are shed by the invaders.  Immune cells respond 
in areas of infection by releasing several highly reactive and toxic chemicals which kill the pathogens.  During this 
robust response, collateral damage to host cells is inevitable.  Cytokines and other blood born signalling 
molecules are also released by non-immune cells at times of stress.  Some of these cytokines are anti-
inflammatory and when released acutely, are important in the normal physiological interactions between cells.  
This includes fat cells (adipocytes) which, when small, release several proteins that have beneficial actions of 
endothelial cells.  But, they become stressed when overfilled with fat and continually (chronically) release 
inflammatory mediators.  Liver cells are also inflammatory, commonly activated by endotoxins derived from gut 
bacteria but this is normally only a problem with those bacteria which are encouraged by high sugar and refined 
carbohydrate diets and by a gut wall which has a raised permeability to these toxins.  Along with high fat diets, 
and inflammatory fatty liver results, the most recent metabolic disease to emerge.   

An important part of the immune response is the cytokine action on endothelial cells which then express 
surface adhesion proteins which capture circulating immune cells that penetrate the endothelial lining thus adding 
to the local vascular inflammation including the formation of atherosclerotic plaques and loss of vessel elasticity.  
It also prevents the release of substances from the endothelium which normally cause vascular dilatation.  Thus 
constriction results and this is a major player the development of vascular constriction, reduced tissue blood flow 
and hypertension.  Chronic inflammatory diseases such as diabetes and rheumatoid arthritis have high 
associations with cardiovascular disease acting through this mechanism.  Thus disease of the circulatory system 
has a high dependence on chronic inflammation.   

There is also evidence that most major diseases of aging including many cancers, bone and muscle wasting, 
susceptibility to infections, dementia also arise from chronic inflammation.  A characteristic of the healthy very old, 
are low levels of circulating inflammatory cytokines compared to the unhealthy aged. 

Although, pharmacological treatment inflammation is an obvious method of treatment, immunosuppression 
leaves the body vulnerable to infection.  A more efficacious treatment would be to tackle the root cause of the 
chronic inflammation by changing lifestyles. 
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Известно, что наночастицы проникают в организм человека различными путями, в том числе, через 

органы дыхания, рот, кожу, а затем могут перемещаться по всему телу в разные органы, даже проходить 
через гематоэнцефалический барьер. Существуют три механизма, с помощью которых частицы могут 
удерживаться в дыхательных путях: седиментация, инерционные столкновения и диффузия. 

Диффузия – это процесс осаждения ультрадисперсных частиц, начинающийся преимущественно в 
верхней глотке и носовой части дыхательных путей. Сверхмалые частицы, как правило, осаждаются в 
верхних дыхательных путях вследствие диффузии, в то время как основная часть ультрадисперсных 
частиц оседает в альвеолярной области лёгких при инерционных столкновениях. Некоторые частицы, 
осаждающиеся на пути трахеи и бронхов, впоследствии проглатываются. 

Другим возможным путём поступления наночастиц в организм является кожа. Кожа – наибольший 
орган тела, и количество наночастиц на единицу площади кожи не обязательно должно быть 
значительным для достижения существенной внутренней дозы.  

Ещё одним существенным фактором, касающимся степени проникновения частиц через кожу, является 
заряд наночастиц. Установлено, что положительно заряженные или нейтральные частицы латекса 
размером 50 и 500 нм не могли проникнуть в дерму, в отличие от отрицательно заряженных частиц. 

Наночастицы могут также поступать в организм с едой. Применение нанотехнологий в пищевой 
промышленности предусматривает использование ингредиентов обработанных или сконструированных 
наноструктур и наноразмерных или нано-инкапсулированных добавок. 

Существуют три потенциальных способа поступления наночастиц в центральную нервную систему 
(ЦНС). Нюховая выстилка – первая из трёх точек входа – это единственная часть ЦНС, остающаяся в 
непосредственном контакте с внешней средой. Второй путь – поступление вследствие ассимиляции через 
периферическую нервную систему с помощью ретроградного аксонального транспорта. Этот путь могут 
пройти небиологические наночастицы. Третий маршрут прохождения наночастиц – через 
гематоэнцефалический барьер. 

Рассматривая кинетику наночастиц в организме, можно отметить следующее. Как только наночастицы 
ассимилируются в теле, они могут циркулировать по всему организму. Наночастицы находят в кровотоке, 
в печени, селезёнке, сердце и мозге. Когда наночастицы вводятся в кровоток, они могут 
взаимодействовать с элементами крови, белками плазмы, клетками и факторами, влияющими на 
коагуляцию, но точный механизм этого взаимодействия неизвестен. Есть доказательства того, что 
взаимодействие наночастиц с белками плазмы может снизить токсичность наночастиц. 

Если наночастицы не будут выводится из организма, при постепенном их поступлении будет 
наблюдаться определённый уровень биокумуляции. Нерастворимые твёрдые частицы могут 
накапливаться в течение многих лет в лёгких, желудочно-кишечном тракте или мозге. Почки образуют 
мочу как ультрафильтрат из крови. Поры в клубочковой стенке имеют размер около 8 нм. Малые 
положительно заряженные ионы, такие, как натрий и калий, могут легко пройти через почки, а молекулы 
большего размера, в частности, с отрицательным зарядом, такие, как белки, вряд ли смогут пройти 
вообще. Наночастицы могут также выводится с желчью. Пот и отшелушивание ороговелой кожи – это 
другие возможные пути выделения наночастиц из организма. 

Таким образом, вопрос об особенностях метаболизма наночастиц в организме требует дальнейшего 
изучения, так как имеет большое значение для изучения фармакокинетики продукции наномедицины. 
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It is known that nanoparticles enter to the body in various ways, including through inhalation, ingestion, skin, 
and can then move around the body into various organs, including across the blood-brain barrier. There are three 
mechanisms by which particles may be retained in the respiratory tract: sedimentation, inertial impaction and 
diffusion. 

Diffusion - the process of deposition of very small particles, starting mainly in the upper pharyngeal and nasal 
parts of the respiratory tract. Extremely small particles tend to settle in the upper respiratory tract by diffusion, 
while the bulk of the ultrafine particles deposited in the alveolar region of the lungs by inertial impaction. Some 
particles which deposit on the path of the trachea and bronchi, are  ingested. 

Another possible receipt of nanoparticles in the body is the skin. The skin - the largest organ of the body, and 
the number of nanoparticles per unit area of skin does not have to be large in order to achieve substantial 
internalized dose. 

Another important factor related to the degree of penetration of particles through the skin, is the charge of the 
nanoparticles. It was founded that the positively charged or neutral latex particles of 50 and 500 nm could not 
penetrate the dermis while negatively charged particles could.  

Nanoparticles can also be ingested with food. The application of nanotechnology in the food industry include 
the use of ingredients processed or engineered nanostructures and nanosized or nano-encapsulated additives. 

There are potentially three ways of entering of nanoparticles into the central nervous system (CNS). The 
olfactory mucosa - the first of the three entry points - the only part of the CNS, which remains in contact with the 
external environment. The second way of entry would be assimilation through the peripheral nervous system by 
retrograde axonal transport. This path may pass non-biological nanoparticles. The third route for nanoparticles 
would be to traverse the blood-brain barrier. 

Considering the kinetics of nanoparticles in the body, we can note the following. Once the nanoparticles have 
been assimilated into the body, they can circulate throughout the body. Nanoparticles are present in the 
bloodstream, the liver, spleen, heart and brain. When nanoparticles enter into the bloodstream, they can interact 
with the elements of the blood, plasma proteins, cells and factors affecting coagulation, but the exact mechanism 
of this interaction is unknown. There is evidence that the interaction of nanoparticles with plasma proteins may 
reduce the toxicity of nanoparticles. 

If the nanoparticles are not removed from the body, there will be a certain level of bioaccumulation. Non-
soluble particulates can accumulate for years in the lungs, gastrointestinal tract and brain. The kidneys forms 
urine as an ultrafiltrate of blood. The pores in the glomerular wall have a size of about 8 nm. Small positively 
charged ions such as sodium and potassium can easily pass through the kidneys, and larger molecules, 
particularly, with a negative charge such as proteins are unlikely to pass at all. Nanoparticles can also be excreted 
in the bile. Sweat and cell shedding  are other possible ways of nanoparticles excretion. 

Thus, the problem about the features of metabolism of nanoparticles in the body requires further study, as it 
has a great importance for the study of the pharmacokinetics of nanomedicine products. 
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Золотые и серебряные наночастицы благодаря уникальным оптическим свойствам, обусловленным 
явлением поверхностного плазмонного резонанса, находят все большее применение в медико-
биологических исследованиях в качестве оптических зондов и носителей лекарственных соединений. 
Наибольшее распространение получили наночастицы коллоидного золота различных форм, размеров и 
поверхностной функционализации вследствие наименьшей из всех известных наноматериалов 
собственной токсичности золота и возможности настройки положения плазмонного резонанса [1]. Однако 
в процессе синтеза золотых и серебряных наноматериалов зачастую используются весьма токсичные 
вещества, в частности, такие как цетилтриметиламмонийбромид (ЦТАБ). В особенности это относится к 
частицам анизотропной формы – наностержням, нанопризмам, нанозвездам и т.п. Для решения вопросов 
стандартизации и универсализации применения и длительного хранения в последнее время предложены 
новые типы плазмонно-резонансных наноматериалов – нанопорошки [2]. Для оперативного определения 
токсикологических характеристик новых материалов необходимы новые экспрессные и чувствительные 
методы. 

Токсикологические исследования, проводимые на культурах клеток животных и человека, зачастую 
сопряжены со значительными технологическими сложностями и материальными затратами. В то же 
время, механизмы защиты от неблагоприятных факторов во многом общие для всех живых организмов. 
Микроводоросли – классический объект гидроэкологической токсикологии. Солоноводная микроводоросль 
Dundliella salina привлекла наше внимание схожестью с клетками животных отсутствием клеточной стенки, 
высокой солеустойчивостью, облегчающей поддержание аксеничной культуры, и наличием крупного 
хлоропласта, обеспечивающего надежную идентификацию живых клеток методами световой и 
флуоресцентной микроскопии [3]. 

Для выявления токсичности наноматериалов нами была разработана лабораторная 
колориметрическая тест-система, позволяющая оперативно оценивать жизнеспособность растительных 
клеток в концентрационных рядах различных токсикантов. Суть метода заключается в том, что хлорофилл 
поврежденных клеток подвергается фотодеструкции, что дает возможность оценивать жизнеспособность 
популяции по обесцвечиванию клеточной суспензии. Измерения проводили на планшетном 
спектрофотометре в области красного пика поглощения хлорофилла. В качестве стандартных токсикантов 
нами были взяты катионное поверхностно-активное вещество ЦТАБ и перекись водорода. Реакция как 
отдельных растений, так и всей популяции оказалась различной. ЦТАБ в высоких концентрациях вызывал 
лизис клеток, в то время как H2O2 вызывала обесцвечивание клеток с сохранением их целостности. На 
популяционном уровне разница заключалась в существенном различии между минимальной и 
максимальной действующими концентрациями токсикантов. Для H2O2 эта разница была примерно 2-
кратной, для ЦТАБ – 10-кратной. Концентрации, вызывающие половинную гибель клеток LC50 и 
половинное угнетение скорости роста IR50 составили за 48 ч для H2O2 70.87±0.43 и 51.11±0.82 мкг/мл; для 
ЦТАБ – 3.88±0.12 и 1.56±0.07мкг/мл, соответственно. 

Действие препаратов коллоидного серебра (КС) было исследовано в сравнении с нитратом (AgNO3) и 
протеинатом серебра (ПрAg). Среди исследованных препаратов серебра наименьшим токсическим 
действием обладали наночастицы КС. LC50 и IR50 для препаратов серебра составили следующие 
значения: 

КС:        LC50=22.76±7.10 мкг/мл; IR50=6.83±0.22 мкг/мл; 
AgNO3: LC50=1.71±0.27 мкг/мл; IR50=0.57±0.07 мкг/мл; 
ПрAg:    LC50=2.14±0.30 мкг/мл; IR50=0.78±0.10 мкг/мл. 
Токсичность золотых наночастиц анизотропной формы, получаемых по технологии с применением 

ЦТАБ (наностержней и нанозвезд), определяется, главным образом, содержанием свободного ЦТАБ, 
концентрация которого оценивалась расчетным способом по степени разведения при циклическом 
центрифугировании-редиспергировании. Токсического действия наноматериалов, получаемых по 
технологии нанопорошков – ПЭГ-тиол- и карбокси-ПЭГ-тиол–покрытых золотых наночастиц – на D. salina 
выявить не удалось. 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (проект № 12-04-00629). 
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Gold and silver nanoparticles are increasingly used in biomedical investigations as optical probes and drug 

carriers owing to their unique plasmonic properties. Colloidal gold nanoparticles of various shape, size and 
surface functionalization are the most widely used nanomaterials due to the lowest toxicity of the own gold and 
the tunable plasmon resonance band [1]. However, the synthesis of gold and silver nanomaterials is supported by 
implementation of extremely toxic reagents, such as cetyltrimetilammonium bromide (CTAB). In particular it is 
attributed to the anisotropic shape particles – nanorods, nanoprisms, nanostars etc. Novel types of plasmon-
resonant nanomaterials – nanopowders were recently investigated to resolve the problem of standardization and 
universalization for applying and long-term storage [2]. Advanced express and sensitive methods are suggested 
for rapid estimation the toxicological characteristics of the novel materials. 

The toxicological analysis realized on the animal and human cell cultures are often technological complicated 
and high-cost. On the other hand, the defense mechanisms from the negative factors are quite similar for all living 
organisms. Microalgae are the traditional objects in the hydroecological toxicology. Saltwater microalgae 
Dunaliella salina is an attractive object due to its similarity with animal cells by the cell wall absence, high salt-
resistance, which simplifies the maintaining of axenic culture, and the large chloroplast, providing certain 
identification of living cells by light microscopy and fluorescent microscopy [3]. 

We developed a laboratory colorimetric test-system to detect the toxicity of nanomaterials, which allows the 
rapid estimation of plant cells viability in concentration series of several toxic agents. The principle of the method 
based on the fact that the chlorophyll of the damaged cells is subjected to the photodegradation, which can be 
realized in the estimation of population viability by the decolorizing of the cell suspension. The measurements 
were provided on the flatbed spectrophotometer in the region of the red peak chlorophyll absorbance. Cationic 
surfactant CTAB and hydrogen peroxide were used as standard toxic agents. The response of single plants or the 
whole population was various. High concentrations of CTAB induced the cell lysis, while the hydrogen peroxide 
induced the cell discoloration with maintaining their integrity. The difference on the population level consisted in 
the significant variety between minimal and maximal efficient concentrations of toxic agents. The difference for 
hydrogen peroxide was approximately 2-fold, for CTAB – 10-fold. The median lethal cell concentrations LC50 and 
the median inhibition infusion rate IR50 were 70,87±0,43 and 51,11±0,82 µg/ml for hydrogen peroxide; 3,88±0,12 и 
1,56±0,07 µg/ml for CTAB  during 48 hours, respectively. 

The effect of colloidal silver samples (CS) was estimated in comparison with silver nitrate (AgNO3) and silver 
proteinate (AgPr). The lowest toxic effect among the examined silver samples was shown for CS nanoparticles. 
LC50 and IR50 for silver samples had the following values: 

CS:       LC50=22.76±7.10 µg/ml; IR50=6.83±0.22 µg/ml; 
AgNO3: LC50=1.71±0.27 µg/ml; IR50=0.57±0.07 µg/ml; 
AgPr:   LC50=2.14±0.30 µg/ml; IR50=0.78±0.10 µg/ml. 
The toxicity of anisotropic shaped gold nanoparticles obtained by the CTAB applying technology (nanorods 

and nanostars) is mainly determined by the free CTAB, its concentration was calculated by the dilution rate in the 
cyclic centrifugation-resuspension. The toxic effect was not estimated for nanopowders obtained from PEG-thiol- 
and COOH-PEG-thiol-capped gold nanoparticles 
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Существует огромное количество биологически активных веществ, чья функциональная роль 
заключается во взаимодействии с клеточными мембранами и модификации ее свойств: изменение 
вязкости, проницаемости для различных веществ, ее упругих характеристик (натяжение, модуль изгибной 
жесткости), молекулярного состава и т.д. Исследовать, как то или иное биологически активное вещество 
влияет на клеточную мембрану, часто затруднительно. В данной работе мы представляем разработанную 
нами экспериментальную модель, позволяющую в режиме реального времени следить за изменением 
вышеупомянутых параметров липидной мембраны под воздействием различных факторов. Для этого мы 
используем мембранные нанотрубки (НТ), вытягиваемые из плоских бислойных липидных мембран с 
помощью стеклянной микропипетки в растворе электролита [1]. Равновесный радиус НТ определяется 
отношением модуля изгиба мембраны к ее латеральному натяжению. Мы измеряем радиус НТ, 
аппроксимируя зависимость ионной проводимости ее люмена от длины согласно закону Ома. Мы можем 
контролируемым образом изменять латеральное натяжение мембраны НТ с помощью электрического 
поля. Это дает нам возможность определять модуль изгиба мембраны из зависимости радиуса НТ от 
величины, приложенной к ее концам разности потенциалов [2]. Мы использовали  
диолеоилфосфатидилэтаноламин (ДОФЭ) –  липид, который обладает выраженной спонтанной кривизной 
и сам по себе не формирует бислоев, предпочитая сильно искривленные структуры, такие как 
инвертированная гексагональная HII фаза – для демонстрации влияния небислойных компонентов 
мембраны на ее свойства.  Нами было показано, что увеличение концентрации ДОФЭ в мембране  
приводит к существенному уменьшению ее эффективной изгибной жесткости. Мы установили, что 
наблюдаемая потеря жесткости мембраной вызвана перераспределением молекул ДОФЭ в градиенте 
кривизны мембраны. Также нами разработан метод, который позволил измерить спонтанную кривизну 
ДОФЭ [3] и коэффициент его диффузии в мембране.  
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Huge amount of bioactive substances which functions consist in modification of properties of cellular 

membranes : change of their viscosity, permeability, eleastic parameters (latteral tension, bending modulus), 
molecular compostion etc.  To figure out how one or another bioactive substance influences on a cellular 
membrane fairly often is challenging. So in this work we represent experimental approach which gives an 
opportunity to observe in real time regime changes of above mentioned membrane properties caused by various 
factors. We utilize membrane nanotubes pulled from flat lipid bilayers in electrolyte solution using patch clamp 
technique [1]. NT equillibrium radius is defined by the ratio of the bending modulus of the membrane to the lateral 
tension. We recalculate the radius of NT fitting the dependence of the ion conductance of NT lumen on its length 
change according to Ohm’s law. We can regulate latteral tension of NT membrane by electric field and thus 
determine elastic properties of membrane from analysis of NT radius dependence on the voltage applied to the 
ends of NT [2]. We used 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine DOPE – lipid molecule which has 
prominent negative spontaneous curvature and doesn’t form lipid bilyer on its’ own prefering strongly bent 
nonbilyer structure like inverted hexagonal HII phase – to educe how “nonbilayer” membrane components effect 
the elastic properties. We showed that accumulation of DOPE in membranes led to significant reduction of 
membrane effective stiffness. We established that membrane loss or rigidity was caused by DOPE redistribution 
in membrane curvature gradient. Moreover we developed approach which allows to measure DOPE spontaneous 
curvature [3] and diffusion coefficient.   
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Сучасні нанотехнології дозволяють отримувати нові матеріали, яким притаманні зовсім інші фізико-
хімічні властивості та біологічна дія, а ніж речовинам у звичайному стані. Застосування  продуктів 
нанотехнології  відкриває перед людством не тільки нові перспективи, але й створює нові ризики і загрози. 
Відсутність ґрунтовних знань про можливу небезпеку наноматеріалів для здоров’я людини та довкілля 
обумовлює  необхідність проведення відповідних медико-біологічних досліджень. 

На сьогодні одними з поширених продуктів нанотехнології є наночастинки біогенних металів й 
утворювані ними нанокластери, які активно використовуються у сільському господарстві, ветеринарії, 
фармакологічних препаратах, косметиці, харчовій промисловості.  Мікроелементи (Cu, Zn, Fe, Mg)  
відіграють важливу роль в організмі людини. Дефіцит цих елементів веде до розвитку структурних і 
функціональних порушень в органах і системах. Отже, перспективним є застосування мікроелементів, у 
вигляді нанотехнологічних препаратів, які легко проникають через мембрани клітин і активно включаються 
в обмінні процеси, імунні та інші реакції організму [1, 2].   

Метою роботи  була оцінка токсичності  препаратів мікроелементів (Cu, Zn, Fe, Mg), отриманих за 
допомогою нанотехнології,  в дослідах in vivo та in vitro. 

Препарати мікроелементів були отримані у вигляді цитратів за допомогою ерозійно-вибухової 
нанотехнології Каплуненка-Косінова [3]. В дослідах in vivo на кролях і мурчаках визначали місцево-
подразнювальну, резорбтивну та сенсибілізуючу дію препаратів згідно відповідних методичних 
рекомендацій [4]. In vitro вивчали цитотоксичну дію препаратів відносно клітин лінії А-549, Сolo 205, Hep G2 
в МТТ-тесті [5], вплив на білки плазми крові людини (альбумін, імуноглобулін)  за допомогою 
спектрофотометра [6]. 

У результаті проведених досліджень встановлено, що  представлені цитрати  мікроелементів не 
виявляли подразнювальну дію на шкірні покриви та слизову оболонку ока кролів.  При цьому було 
відмічено, що загоєння штучно нанесених ран на шкірі дослідних тварин відбувалось значно швидше, ніж у 
контрольній групі. Резорбтивний ефект та сенсибілізуюча дія цих препаратів були відсутні. Проте 
встановлено, що високі концентрації цитратів металів через 24 години після додавання до інкубаційного 
середовища спричиняли загибель клітин А-549 ( 30%), Сolo 205 (40%), Hep G2 (40%), тоді як низькі 
концентрації не впливали на їх життєздатність. Найбільшу цитотоксичну активність по відношенню до 
клітин А-549 і Hep G2 виявляли цитрати Cu і Fe, а до Сolo 205 - цитрат Fe і Zn.  Інкубація білків плазми 
крові людини з концентрованими розчинами цитратів металів викликала порушення конфігурації білків 
плазми крові. Найбільша активність відносно альбуміну та імуноглобуліну була відзначена для цитратів  
Zn, Cu, менше для Fe і Mg.  Mожна припустити, що взаємодія цитратів металів з  білками є регуляторним 
механізмом, який контролює вміст металів у плазмі [6].   

Таким чином, отримані результати досліджень дозволяють дійти висновку, що цитрати  біогенних 
металів (Cu, Zn, Fe, Mg ), отриманих на основі нанотехнології, не викликали подразнюючу дію при 
нанесенні на шкіру та слизову оболонку ока піддослідних тварин, не проявляли сенсибілізуючу активність. 
Цитотоксична дія досліджуваних препаратів залежала від виду металу та концентрації в інкубаційному 
середовищі. Отримані дані співпадають з даними інших дослідників, які показали, що токсичність 
наночастинок біогенних металів у десятки разів менше, ніж токсичність іонів цих металів, зокрема,  міді в 7 
разів, цинку в 30 разів, а заліза – в 40 разів [7]. 
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Modern nanotechnology allow to obtain the new materials, which have completely different physico-chemical 
properties and biological effects than substance in the normal state. Application of nanotechnology products 
opens to humanity not only new opportunities, but also creates new risks and threats. Lack of fundamental 
knowledge about the possible risks of nanomaterials to human health and the environment necessitates 
appropriate medical and biological research. 

Today, some of the widespread nanotproducts are nanoparticles and nanoclusters of biogenic metal, which 
are widely used in agriculture, veterinary, pharmacological preparations, cosmetics and food industry. Trace 
elements (Cu, Zn, Fe, Mg) play an important role in the human body. Deficiency of these elements leads to the 
development of structural and functional abnormalities in organs and systems. So promising is the use of trace 
elements in the form of nanotech products that are easy to penetrate cell membranes and are actively involved in 
metabolism, immune and other reactions [1, 2]. 

The aim of the work was to evaluate the toxicity of trace elements (Cu, Zn, Fe, Mg), obtained using 
nanotechnology, in experiments in vivo and in vitro.  

Preparations of trace elements in the form of citrate were obtained by Kaplunenka-Kosinov method  of 
erosion-explosive nanotechnology [3]. The determination of locally irritation, skin resorption and sensibility of trace 
elements citrate were studied in rabbits and guinea pig according to the relevant guidelines [4]. The cytotoxic 
effect of drugs were studied In vitro relatively to cell line A-549, Colo 205, Hep G2 in MTT-test [5], the impact on 
human plasma proteins (albumin, immunoglobulin)  using a spectrophotometer [6]. 

The studies shown that citrate of trace elements had no effect on the skin and  eye mucous of the rabbit. It 
was observed that artificially inflicted wound healing in the skin of experimental animals occurred much faster 
than in the control group. Skin resorption and sensitization of these preparation were not available. However, in 
vitro experiments found that high concentrations of metals citrate at 24 hours after addition to the incubation 
medium causing death of cells  A-549 (30%), Colo 205 (40%), Hep G2 (40%), whereas lower concentrations had 
no effect on their viability. The greatest cytotoxic activity to  A-549 and Hep G2 cells showed citrates Cu and Fe, 
and to the Colo 205 - citrate Fe and Zn. Incubation of human blood plasma proteins with concentrated solutions of 
metal citrate caused changes of the plasma proteins configuration. The greatest activity against albumin and 
immunoglobulin was noted for citrate Zn, Cu, Fe, and less for Mg citrate. This data allow to suggest that the 
interaction of metals citrate with blood proteins is a regulatory mechanism that controls the content of metals in 
the plasma [6]. 

Thus, the obtained results allow to conclude that citrate biogenic metals (Cu, Zn, Fe, Mg), obtained by 
nanotechnology, did not cause irritant effect on the skin and mucous membrane of the eyes of experimental 
animals showed no sensitizing activity. Cytotoxic effect of citrate microelements depended of the type and 
concentration of metal in the incubation medium. The findings coincide with the findings of other researchers who 
have shown that the toxicity of nanoparticles of biogenic metal is ten times less than the toxicity of metal ions, 
particularly copper 7 times, 30 times zinc and iron - 40 times [7].   
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Данная работа посвящёна конструированию, синтезу и применению суперпарамагнитных наночастиц 
на основе магнетита и производных нитрилтриуксусной кислоты (NTA) с целью извлечения, переноса и 
закрепления рекомбинантных белков. Эффективная манипуляция с белками является необходимым 
условием для исследовательской работы в сфере биохимии и физиологии. Среди множества методов 
выделения рекомбинантных белков наибольшее распространение получила металл-хелатная аффинная 
хроматография (MCAC), в основе которой лежит NTA-закрепленный носитель, иммобилизированный 
ионами никеля (Ni2+). Это специфический адсорбент для рекомбинантных белков, имеющих в своём 
составе шесть последовательных гистидиновых остаткаов (6×His). С целью создания более простой и в то 
же время более универсальной платформы мы разработали суперпарамагнитные частицы на основе 
оксида железа, стабилизированные золотом и аминосилоксановой оболочкой, к которой был пришит 
высокоаффинный биндер для гистидинсодержащих рекомбинантных белков. Синтезированные таким 
образом наночастицы были успешно протестированы на примере очистки человеческого рекомбинантного 
инсулина. 
  

 
Схема конструирования магнитных Ni-аффинных наносорбентов для очистки гистидин-содержащих 

рекомбинантных белков.  
Алгоритм использования Fe3O4@Au-NTA-Ni наночастиц для магнитной сепарации белков состоит из 

трёх простых пунктов:   
1) Добавление Fe3O4@Au-NTA-Ni наночастиц в раствор лизированных клеток;  
2) С помощью маленького магнита наночастицы прикрепляются к стенке ёмкости, а затем 

диспергируются в промывном буфере для очистки от остатков протеина и неспецифического связывания;  
3) Отделение чистого белка от магнитного носителя достигается с помощью концентрированного 

раствора имидазола. 
Благодаря покрытию магнитного ядра кристаллами золота и аминосилоксановой оболочкой 

достигается высокая стабильность наночастиц в широком диапазоне рН и по отношению к растворам с 
высокой ионной силой. Кроме того, Fe3O4@Au-NTA-Ni наночастицы легко регенерируются и могут быть 
использованы повторно.  
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This communication reports synthesis, designing and applications of nitrilotriacetic acid (NTA)-modified 

superparamagnetic iron oxide nanoparticles that can act as a general agent to separate, transport and anchor a 
protein. The effective protein manipulation is an important step for researching and applications in the area of 
proteomics. Among many current protocols, metal-chelate affinity chromatography (MCAC), which employs an 
NTA-attached carriers  to immobilize nickel ions (Ni2+) and to separate recombinant proteins that are engineered 
to have six consecutive histidine residues (6×His), is the most frequently used for separating recombinant 
proteins. To develop a simpler and more versatile platform, we create surface-modified superparamagnetic iron 
oxide nanoparticles stabilized by gold and 3-аminopropyltriethoxysilane as the high affinity binder for histidine-
tagged gene constructed proteins. Synthesized Ni-affinity adsorbent was tested for magnetic purification of 
human recombinant insulin. 

The methods of synthesis:   

 
Scheme  for designing of the magnetic Ni-affinity nanoadsorbent  for His-tagged recombinant protein 

purification. 
The procedure to use Fe3O4@Au-NTA-Ni adsorbent for magnetic protein separation consists of three simple 

steps: 
1) Adding Fe3O4@Au-NTA-Ni nanoparticles into the solution of the lysed cells; 
2) Using a small magnet to nanoparticle attachment  to the wall of the vial and suspending them in washing 

buffers for removing of  the residual protein solution and nonspecific binding; 
3) Yielding of pure protein from magnetic carrier was performed  by the concentrated imidazole.  
Due to coating of iron oxide cores by crystal gold and 3-аminopropyltriethoxysilane the designed metal affinity 

nanocarrier demonstrated a high chemical stability in wide pH range, presence of chaotropic ions and high ion 
strength solutions. The possibility of the recovering of affinity binding and reusing of designed Fe3O4@Au-NTA-Ni 
nanoparticles were proved. 
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Розвиток сучасних науки і промисловості неможливий без використання наноматеріалів і наноструктур, які 
дозволяють регулювати і контролювати процеси на рівні атомів і молекул і відкривають широкі перспективи при 
створенні сучасних технологій виробництва матеріалів з принципово новими корисними характеристиками. За 
рахунок нанорозміру, в матеріалах проявляються нові унікальні хімічні і фізичні властивості – каталітичні, 
механічні, транспортні та ін. Відповідно до прогнозів учених створення сучасних нанотехнологій повинне 
призвести до прориву в самих різних галузях промисловості: енергетиці, біотехнології, медицині, харчовій 
промисловості і так далі [1, 2].  

Застосування наноматеріалів має значні перспективи і в сільському господарстві. Забезпечення 
стабільного і достатнього рівня виробництва продуктів харчування вимагає вирішення багатьох завдань, таких 
як, збільшення посівних площ, застосування нових методів культивації земель, підвищення врожайності 
сільськогосподарських культур і т.ін. Використання нанотехнологій і наноматеріалів надає нові можливості для 
вирішення цих проблем. На сьогоднішній день наноматеріали і нанотехнології знаходять застосування 
практично у всіх областях сільського господарства: рослинництві, тваринництві, птахівництві, рибництві, 
ветеринарії, переробній промисловості, виробництві сільгосптехніки і т.ін. [3, 4].  

В рослинництві, істотним недоліком сучасних технологій вирощування є значна, в порівнянні з біологічними 
потребами рослин, витрата препаратів для обробки, що приводить до їх дренування, забруднення екосистем 
ксенобіотиками та їх метаболітами, засолення ґрунту,  поганого розвитку рослин і низьким відгуком посівів на 
обробки агрохімікатами, що зумовлює невисокі врожаї. Перспективним напрямком підвищення ефективності 
застосування діючої речовини при обробці рослин є використання везикулярних фосфоліпідних наноструктур. 
Підвищення ефективності забезпечується за рахунок: 

 транспортування діючої речовини безпосередньо в біологічну клітину рослини, що значно збільшує 
ефект від застосування;  

 можливості зниження концентрації діючої речовини; 
 захищеності діючої речовини від впливу несприятливих факторів середовища (технологічних або 

фізіологічних); 
 поступового вивільнення препарату, що збільшує час його впливу; 
матеріалом для побудови везикул є природні фосфоліпіди, речовини, які входять до складу основи 

клітинних мембран, тому утворені наноструктури не є токсичними. 
Способам їх одержання і використання присвячена велика кількість наукових робіт в біології та медицині [5], 

але, незважаючи на досягнення поставленої мети, існуючі методи одержання ліпідних везикул не дозволяють 
організувати промислового виробництва таких наноструктур у значних обсягах. Інститут технічної теплофізики 
НАН України вперше в Україні запропонував використання методу спрямованого використання дискретно-
імпульсного введення енергії (методу ДІВЕ) в рідинних дисперсних системах при одержанні везикулярних 
наноструктур. Принцип використання ДІВЕ полягає у створенні умов, що забезпечують при локальному 
введенні енергії в технологічну систему її дискретний розподіл по простору і імпульсну дію за часом [6]. 
Використання методу ДІВЕ при утворенні препаратів з ліпідними везикулярними наноструктурами дозволяє 
значно підвищити технологічну ефективність процесу, знизити його енергоємність і збільшити продуктивність 
виробництва [7, 8].  

Наявність технологій та обладнання для промислового отримання препаратів з ліпідними везикулами 
для їх подальшого застосування у виробництві високоефективних препаратів для обробки рослин відкриває 
нові можливості для розвитку сучасних технологій вирощування. Дослідження ефективності застосування 
препаратів для обробки рослин у везикулярній формі, одержаних методом ДІВЕ показала, що застосування 
нових препаратів має свої особливості в залежності від типу діючої речовини, але отримані результати свідчать 
про їх ефективність вже в мінімальних концентраціях і можливість скорочення витрат препаратів на 25-75%.  
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The development of modern science and industry is impossible without the use of nanomaterials and 
nanostructures which can regulate and control processes at the level of atoms and molecules and open broad 
prospects in developing modern technologies fundamentally new materials with useful properties. Due to the 
nanoscale, materials have new and unique chemical and physical properties - catalytic, mechanical, transport and 
other ones. According to forecasts of scientists, formation of modern nanotechnologies should lead to a 
breakthrough in a variety of industries: energy, biotechnology, medicine, food industry and so on [1, 2]. 

Application of nanomaterials has great prospects in agriculture. Insurance of stable and adequate level of 
food production requires solvation of many problems such as increasing acreage, application of new methods of 
cultivation of land, increasing crop yields, etc. The use of nanotechnology and nanomaterials provides a new 
opportunity to solve these problems. Today, nanomaterials and nanotechnology are used in almost all areas of 
agriculture: crop, livestock, poultry farming, pisciculture, veterinary science, manufacturing, agricultural 
production, etc. [3, 4]. 

In crop production, a significant drawback of modern production technologies is a significant cosumprion of 
process products, compared with the biological needs of plants, that leads to their drainage, pollution of 
ecosystems xenobiotics and their metabolites, soil salinity, poor plant growth and low response of crops to 
processing chemicals, resulting in low yields. Promising direction of effectiveness increase of the active ingredient 
in the processing plant is the use of vesicular phospholipid nanostructures. Improvement of the efficiency is 
provided by: 

• transport of the active substance directly in biological cell plants, which significantly increases the effect of 
the application; 

• the possibility of reducing the concentration of the active ingredient; 
• protection of the active substance from adverse environmental factors (technological or physiological); 
• gradual release of the drug, which increases the time of impact; 
• material for constructing vesicles are natural phospholipids, substances that make up the foundation of cell 

membranes, so formed nanostructures are non-toxic. 
An extensive number of scientific papers in biology and medicine are devoted to methods of preparation and 

use of the products [5], but despite achieving the goal, the existing methods of producing lipid vesicles do not 
allow to organize industrial production of such nanostructures in large quantities. For the first time in Ukraine 
Institute of Engineering Thermophysics of Ukraine proposed a method using directional use of discrete-pulse 
input energy (method DIVE) in liquid disperse systems in obtaining vesicular nanostructures. The principle of 
using DIVE is to create conditions for local energy supply in the technological system of discrete distribution in 
space and pulse action time [6]. Using DIVE drugs in the formation of lipid vesicular nanostructures can 
significantly improve the technical efficiency of the process, reduce its energy consumption and increase 
productivity [7, 8]. 

Availability of technology and equipment for the commercial production of drugs with lipid vesicles for 
subsequent use in the production of highly efficient drugs for the treatment plant opens up new possibilities for the 
development of modern production technologies. Investigation of the effectiveness of drugs for treatment of plants 
in vesicular form, obtained by DIVE showed that the use of new drugs is different depending on the type of active 
ingredient, but the results show its effectiveness is in minimal concentrations and the ability to reduce the cost of 
drugs for 25-75  
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Клетки иммунной системы – первый барьер на рубеже проникновения наночастиц в ткани и клетки 
животных и человека. В связи с этим, несомненный интерес представляет изучение взаимодействия 
золотых наночастиц (ЗНЧ) с фагоцитирующими клетками, механизмов эндоцитоза и ответных реакций 
иммунных клеток на проникновение ЗНЧ. Рядом авторов показано, что при попадании в клетки иммунной 
системы ЗНЧ способны стимулировать выработку провоспалительных цитокинов (TNF-α, IL-1β и IL-6), 
усиливать дыхательную активность макрофагов и активировать экспрессию генов иммунного ответа. 
Выявленная активация макрофагов ЗНЧ может послужить основой для разработки новых вакцинных 
адъювантов. Следствием проникновение ЗНЧ в дендритные клетки является повышение уровня γ-
интерферона, усиление представления главным комплексом гистосовместимости (MHC) антигена CD4+ T-
лимфоцитам и, соответственно, активация эпитоп-специфического иммунного ответа цитотоксичными Т-
клетками. В результате интернализации ЗНЧ, конъюгированных с антигеном, в дендритные клетки 
иммунный ответ повышается по сравнению с использованием нативного антигена, что проявляется в 
усиленной пролиферации лимфоцитов и более высокой экспрессии иммунокостимуляторных молекул 
CD86. Кроме того, было отмечено появление у клеток длинных дендритов и увеличение на поверхности 
количества молекул MHC-II, презентирующих антиген Т-клеткам. 

В статье [1] приведены данные о проникновении ЗНЧ в различные клетки ретикулоэндотелиальной 
системы: моноциты, макрофаги, незрелые и зрелые дендритные клетки, эндотелиальные клетки. Авторы 
обнаружили, что наибольшей способностью к поглощению ЗНЧ обладают макрофаги, эндотелиальные и 
незрелые дендритные клетки. С большей эффективностью в клетки ретикулоэндотелиальной системы 
проникали положительно заряженные ЗНЧ. Кроме того, ЗНЧ усиливали индукцию ряда цитокинов: γ-
интерферона, IL-8 (как у дендритных клеток, так и у макрофагов), IL-1β, IL-6 (только у дендритных клеток). 
Интересно, что в зрелых дендритных клетках ЗНЧ аккумулируются в MHC-II-компартменте, и, 
следовательно, могут влиять на процессинг антигенов. В работе [2] показано, что проникновение ЗНЧ в 
цитоплазму В-лимфоцитов приводит к стимулированию активации NF-kB, что коррелирует с усилением 
экспрессии антител. 

Мы представляем результаты исследований, посвященных использованию ЗНЧ в качестве носителя 
антигенов и адъюванта при иммунизации животных для получения поликлональных антител. Многие 
биологически активные вещества (такие, как витамины, гормоны, антибиотики и т.п.) имеют низкий 
молекулярный вес и вследствие этого слабую иммуногенность. Стратегия получения антител на подобные 
вещества заключается в их химической пришивке к белкам-носителям. Мы использовали альтернативную 
технологию получения антител к различным по химической природе антигенам с использованием в 
качестве носителя ЗНЧ. Антигены конъюгировали с ЗНЧ без использования сшивающих агентов. 
Применение таких конъюгатов для иммунизации животных с использованием или без использования 
полного адъюванта Фрейнда позволило получить антитела с высоким титром к широкому спектру 
антигенов. Показано, что ЗНЧ, использованные в качестве носителя антигенов, активируют фагоцитарную 
активность макрофагов и влияют на функционирование лимфоцитов, что, возможно, и определяет их 
иммуномодулирующий эффект. Наиболее интересным аспектом проявления гаптенами иммуногенных 
свойств при иммобилизации их на коллоидном золоте является то, что ЗНЧ выступают и в роли 
адъюванта, и в роли носителя, т.е. представляют гаптен Т-клеткам. Было обнаружено влияние ЗНЧ, 
конъюгированных с антигеном, на активацию Т-клеток (увеличение пролиферации в 10 раз по сравнению с 
добавлением нативного антигена). Этот факт показывает принципиальную возможность целенаправленно 
активировать Т-клетки, с последующей активацией теми макрофагов и уничтожением возбудителя, что, 
безусловно, весьма перспективно для создания вакцин нового поколения [3, 4]. Кроме того, было 
показано, что ЗНЧ, конъюгированные с антигенами различной природы, стимулируют выработку 
провоспалительных цитокинов и пролиферативную активность клеток селезенки. Это позволяет 
рассматривать ЗНЧ как эффективное иммуномодулирующее средство, которое может быть использовано 
для создания на его основе нового поколения химических вакцин. 

 
Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ (проект № 12-04-00629). 
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The cells of the immune system constitute the first barrier to nanoparticle penetration of animal and human 

tissues and cells. In connection with this, the study of gold Nanoparticles (GNP) interactions with phagocytes, the 
mechanisms of intracellular uptake, and the responses of immune cells to GNPs is undoubtedly of major interest. 
Several authors showed that GNP, upon entry into the immune cells, involve the induction of proinflammatory 
cytokines such as TNF-α, IL-1β, and IL-6, enhance their respiratory activity, and induces the activation of immune 
response genes. The activation of macrophages by GNPs can serve as a basis for the development of new 
vaccine adjuvants. The uptake of GNPs by dendritic cells resulted in an increased content of γ-interferon, the 
amplification of presentation by major histocompatibility complex (MHC) of the antigen to CD4+ T cells, and, 
correspondingly, activation of an epitope-specific immune response by cytotoxic T cells. Internalization of antigen-
conjugated GNPs in dendritic cells brought about an increase in the immune response, as compared with the 
effect obtained from the use of the native antigen, which was manifested as enhanced lymphocyte proliferation 
and induce higher expression of CD86 immunocostimulatory molecules. Several authors also noted the 
development of long dendrites and an increase in the cell-surface amount of MHC-II molecules, which present 
antigens to T lymphocytes. 

Bartneck et al. [1] presented data on the uptake of GNPs into various cells of the reticuloendothelial system: 
monocytes, macrophages, immature and mature dendritic cells, and endothelial cells. The greatest uptake ability 
was demonstrated by macrophages, endothelial cells, and immature dendritic cells. Positively charged GNPs 
penetrated into cells of the reticuloendothelial system more effectively. Moreover, GNPs intensified the induction 
of several cytokines, including γ-interferon, IL-8 (both in dendritic cells and in macrophages), IL-1β, and IL-6 (only 
in dendritic cells). Interestingly, in mature dendritic cells, GNPs accumulate in the MHC-II compartment, and 
consequently, they may affect antigen processing. Sharma et al. [2] demonstrated using a murine B-lymphocyte 
cell line (CH12.LX), treatment with citrate-stabilized 10 nm GNPs induced activation of an NF-kB-regulated 
luciferase reporter, which correlated with altered B lymphocyte function (i.e. increased antibody expression). 

This presentation summarizes the results of the authors’ own investigations into the use of GNPs as an 
antigen carrier and as an adjuvant in immunization for in vivo preparation of antibodies. Many biologically active 
substances (such as vitamins, hormones, antibiotics, etc.) have low molecular weight and as a rule elicit weak 
immune responses. In standard antibody production techniques, haptens are chemically bound with high-
molecular carriers to obtain a specific, high-titre antiserum. We have developed a technology for antibody 
preparation against various antigens by using colloidal gold as carrier. Antigens were conjugated directly to GNPs 
without using cross-linking reagents. Repeated injection of the colloidal goldantigen conjugates, with or without 
complete Freund's adjuvant, into animals yielded a specific, high-titre antibody to a spectrum of antigens. It was 
demonstrated that GNps as an antigen carrier activates phagocytic activity of macrophages and influences the 
functioning of lymphocytes, which is apparently responsible for its immunomodulation effect. The most interesting 
aspect of manifestation of the immunogenic properties by haptens upon their immobilisation on colloidal gold is 
that GNPs act simultaneously as adjuvants and carriers, i.e., present haptens to T-cells. Gold nanoparticles 
conjugated with antigens were found to influence activation of T-cells (an increase in proliferation by a factor of 10 
compared to that upon the addition of the native antigen). This fact shows that the targeted activation of T-cells 
followed by activation of macrophages and pathogen killing is possible, in principle, which holds considerable 
promise for the design of new generation vaccines [3, 4]. In addition, it was shown that GNPs, conjugated with 
different antigens, stimulate the production of proinflammatory cytokines and the proliferative activity of spleen 
cells. This can be considered GNPs as an effective immunomodulatory agent that can be used to create on its 
basis a new generation of chemical vaccines. 

 
This work was supported by RFBR (project No. 12-04-00629). 
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Розвиток пухлин є наслідком експансії популяції малодиференційованих клітин з потенціалом 
необмеженої самопідтримки - стовбурових пухлинних клітин (СПК) з фенотипом CD44hi . СПК є стійкими до 
хіміо- і променевої терапії, що обумовлює розвиток рецидивів онкозахворювань. Найважливішим 
завданням є пошук структур, які можуть вибірково «сканувати» в пухлині СПК і знешкоджувати їх як 
осередки ініціації, підтримки росту і метастазування пухлини. Перспективним може бути застосування 
нових форм нанокомпозитів, які здатні виявляти СПК, зв'язуватися з ними і індукувати в них розвиток 
деструктивних процесів Ерліха.  

Мета роботи – визначити можливість зв’язування і впливу флуоресцентних наночасток на основі 
ортованадатів на функціональну активність СПК у складі аденокарциноми. 

Експерименти проводили на самицях мишей лінії BALB/c. Ініціацію розвитку аденокарциноми Ерліха 
(АКЕ) здійснювали введенням кріоконсервованих клітин АКЕ, які попередньо “стабілізували” 
багатократним перевиванням in vivo протягом 7 діб [1]. Клітини АКЕ культивували протягом 7 діб в 
перітонеальній порожнині (ПП) мишей до та після їхньої інкубації з наночастками (НЧ) різних форм та 
концентрацій. Методи отримання водних колоїдних розчинів НЧ на основі ортованадатів 
рідкоземельних елементів були описані раніше [2].  Аналіз спектрів люмінесценції клітин АКЕ після 
інкубації з НЧ здійснювали за допомогою монохроматору МДР-23. Інтенсивність розвитку АКЕ 
визначали за об’ємом асцитичної рідини в ПП з урахуванням концентрації клітин. Візуалізацію клітин після 
інкубації з НЧ проводили за допомогою люмінесцентної мікроскопії (Olympus IX 71). Оцінку фенотипових 
ознак клітин АКЕ оцінювали на проточному цитофлуоріметрі (FACS Calibur) з використанням 
моноклональних антитіл до СD44 та СD24 структур. Рівень експресії гена nanog  у клітинах АКЕ оцінювали 
методом полімеразної ланцюгової реакції з етапом зворотної транскрипції. 

За даними люмінісцентної мікроскопії показана здатність НЧ тільки сферичної форми в концентраціях 
0,87 г/л та 4,38 г/л візуалізувати клітини АКЕ. Спектральний аналіз довів, що не тільки сферичні, але й 
веретеноподібні НЧ зв'язувалися з клітинами  АКЕ, що не було притаманно стрижеподібним наночасткам. 
При цьому веретеноподібні НЧ були здатні впливати на функціональну активність СПК різного ступеня 
диференціювання в загальній популяції АКЕ. При використанні веретеноподібних НЧ в концентрації 0,87 
г/л встановлено найбільш значне гальмування росту пухлини у порівнянні з усіма видами і концентраціями 
НЧ, хоча кількість CD44hi клітин перевищувала цей показник в усіх групах дослідження. Показана 
залежність впливу НЧ на ступінь експресії гена nanog у клітинах АКЕ від їхньої форми. Проведені 
дослідження довели здатність веретеноподібних НЧ до гальмування росту АКЕ, що може бути надалі 
використано в лікуванні онкологічних захворювань.  
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Development of tumors results from expansion of population of slightly differentiated cells with the potential of 

unlimited self-maintenance, cancer  stem cells (CSCs) with CD44hi phenotype. CSCs are resistant to chemo- and 
beam therapies stipulating the development of the relapses of oncologic diseases.  The most important task is the 
search of the structures capable of selective “scanning” of CSCs in the tumor and deactivating them as the foci of 
initiation, growth support and tumor dissemination. The use of new forms of nanocomposites  capable of  
revealing  CSCs,  binding them and inducing the development of destructive Ehrlich processes in them can be 
perspective.   

The research aim was to examine the possibility of binding and the effect of fluorescent nanoparticles based 
on orthovanadates on functional activity of adenocarcinoma CSCs.  

The experiments were performed in BALB/c female mice. Development of Ehrlich carcinoma (EC) was 
initiated  with the  introduction of EC cryopreserved cells which were pre-stabilized with multiple re-culturing in 
vivo during 7 days [1]. The EC cells  were cultured  during 7 days in peritoneal cavity (PC) of mice prior to and 
after their incubation with nanoparticles (NP) of different shapes and concentrations. The methods of deriving 
aqueous colloid solutions of NP based on orthovanadates of rare-earth elements were previously reported [2]. 
Luminescent spectra of EC cells  after incubation with NP were analyzed by means of monochromator MDR-23.  
The intensity of  EC development was examined on the volume of ascitic fluid in the PC taking into account the 
cell concentration. The cells after incubation with NP  were visualized by luminescent microscopy (Olympus IX 
71). Phenotype features of EC cells were assessed with flow cytometer (FACS Calibur) using monoclonal 
antibodies to CD44 and CD24 structures. The expression rate of nanog gene  in EC cells  was assessed with RT-
PCR. 

According to luminescent microscopy the ability of NP of only spherical shape at the concentrations of 0.87 g/l 
and 4.38 g/l   of visualizing the EC cells was demonstrated. Spectral analysis proved that not only spherical but 
also spindle-like NP were bound with EC cells, which was not inherent to rod-shaped NP.  Herewith spindle-like 
NP were able to affect functional activity of CSCs of different differentiation in total EC population. When using 
spindle-like NP in the concentration of 0.87 g/l there was found more significant inhibition if tumor growth if 
compared with all the types and concentrations of NP, although the number of CD44hi cells exceeded this index in 
all research groups. There has been shown the dependence of NP effect on expression rate of nanog gene in EC 
cells on their shape. The studies proved the ability of spindle-like NP to inhibit EC growth, which can be further 
used in treatment of oncologic diseases.  
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Минимизация иммуноконфликтных ситуаций предусматривает подавление эффекторного и/или активацию 

супрессорного звена иммунитета. К последнему относятся Т-регуляторные (Тreg) клетки, являющиеся 
основным гарантом обеспечения естественной толерантности [1]. Управление их состоянием является 
архиважной задачей в общем спектре методов иммуномодулирующей терапии. Существуют данные о 
способности мезенхимальных стволовых клеток (МСК) ингибировать Т-клеточную пролиферацию в смешанной 
культуре лимфоцитов [2]. Отмечен положительный эффект использования МСК при лечении болезни 
«трансплантат против хозяина» (БТПХ) [3]. Однако некоторые авторы [4] утверждают, что МСК костного мозга, 
которые супрессируют пролиферацию лимфоцитов in vitro, не в состоянии предотвращать БТПХ у мишей. 
Причиной этому может быть их интенсивное культивирование in vitro, что связано с утратой мультипотентности 
и снижением хомминг-потенциала [5]. В настоящее время доказана возможность управления функциональным 
состоянием клеток посредством модификации поверхности нанокомпозитных покрытий, на которых их 
культивируют [6,7], однако в отношении МСК этих данных явно недостаточно.  

Целью исследования было изучение иммунокорригирующего эффекта МСК с измененным 
функциональным потенциалом под действием нанопокрытия  Al2O3 в терапии БТПХ. 

Терапевтический (иммунокорригирующий) эффект МСК оценивали в модели острой БТПХ, характер 
манифестации которой осуществляли по общепринятому методу [8]. МСК, выращенные на стеклянных чашках 
покрытых Al2O3 и без него, вводили внутривенно реципиентам сразу после индукции БТПХ в дозе 2х105/мышь. 
Содержание Тreg клеток в селезенке реципиентов на 14-е сутки после индукции БТПХ и лечения оценивали на 
проточном цитофлюориметре FACS Calibur (Becton Dickinson, США) с помощью панели моноклональных 
антител к белку FOXP3 (PE) фирмы abcam (Англия) и мембранным структурам CD4 (FITC) и CD25 (PE) фирмы 
BD (США). Содержание транскриптов гена ido в культивируемых МСК определяли методом ОТ-ПЦР в чип-
анализаторе «Agilent 2100» (США). Сравнение количества транскриптов исследованных мишеней проводили 
на основе относительной количественной оценки продуктов амплификации [9]. Результаты были нормированы 
по отношению к показателю экспрессии гена «домашнего хазяйства» beta actin (NM_007393.3).  

Установлено, что уже на первых двух пассажах культивирования костного мозга на нанопокрытии Al2O3 
отмечено его обогащение клетками с фенотипическими маркерами МСК. Более того в этих клетках повышался 
уровень экспрессии гена ido, ответственного, как известно, за их иммуномодулирующую активность [10], в том 
числе активацию клеток с супрессорной активностью (Тreg). Сравнительный анализ подемонстрировал 
существенное преимущество в виде более ранней выраженности процессов обогащения МСК, активации 
экспрессии гена ido в них при культивировании костного мозга на Al2O3, чем на стекле без покрытия. В итоге, 
клетки, выращенные на Al2O3, после введения реципиентам с БТПХ в большей степени индуцировали 
формирование Тreg и как следствие  снижали тяжесть протекания БТПХ, что приводило к увеличению 
выживаемости животных.  

Полученные результаты открывают новые перспективы оптимизации методов культивирования МСК на 
нанопокрытиях с целенаправленным изменением их структурно-функциональных характеристик и разработки 
новых терапевтических подходов к лечению БТПХ. 
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Minimization of immunological conflict situations provides suppression of effector and/or activation of 

suppressor chain of immunity. T-regulator (Treg) cells being a basic guarantor to provide a natural tolerance [1] 
are referred to suppressor chain. The control of their state is a critical task within the methods of 
immunomodulating therapy. There are the data of capability of mesenchymal stem cells (MSCs) to inhibit T-cell 
proliferation in mixed culture of lymphocytes [2]. There was noted a positive effect of MSC application when 
treating graft-versus-host disease (GVHD) [3]. However some authors [4] suggest that bone marrow MSCs 
suppressing proliferation of lymphocytes in vitro can not prevent GVHD in mice. Intensive culturing in vitro may be 
the cause of this process that is associated with the loss of multipotency and reduction of homing-potential [5]. 
Nowadays the possibility of controlling the cell functional state has been proved by surface modification of 
nanocomposite coatings, whereon they are cultured [6,7], whereas for MSCs these data are obviously insufficient. 

The research aim was to study immunocorrecting effect of MSCs with the changed functional potential under 
the action of Al2O3 nanocoating during treatment of GVHD.  

Therapeutic (immunocorrecting) effect of MSCs was assessed with the model of acute GVHD, manifestation 
character of which was performed by the traditional method [8]. MSCs cultured on dishes covered with Al2O3 and 
without it were intravenously introduced to the recipients just after induction of GVHD of 2105 per mouse. The 
content of Treg cells in spleen of recipients to the 14th day after induction of GVHD and treatment was assessed 
with flow cytometer FACS Calibur (Becton Dickinson, USA) with panel of monoclonal antibodies to FOXP3 (PE) 
protein (Abcam, Great Britain) and membrane structures CD4 (FITC) and CD25 (PE) (BD, USA). The content of 
ido gene transcripts in cultured MSCs was determined with RT-PCR in Agilent 2100 chip-analyzer (USA). A 
comparison of transcript number of the studied target sources was carried-out on the base of relative quantitative 
assessment of amplification products [9]. The results were standardized as for the index of expression of 
housekeeping gene beta actin (NM_007393.3).  

We have established that enrichment of cells with MSC phenotype markers occurs at first two passages of 
bone marrow culturing on Al2O3 nanocoating. Moreover in these cells there was an increased expression level of 
ido gene that is known to be responsible for their immunomodulating activity [10] including activation of cells with 
suppressor activity (Treg). Comparative analysis has demonstrated a significant advantage in earlier 
manifestation of MSC enrichment, activation of ido gene expression in them during bone marrow culturing on 
Al2O3 than on glass without coating. As a result the cells cultured on Al2O3 after introduction to the recipients with 
GVHD in more extent induced the formation of Treg and consequently decreased the severity of GVHD course 
leading to the increase of animal survival. 

The obtained results open new perspectives for optimization of MSC culturing methods on nanocoatings with 
targeted change of their structural and functional characteristics and development of new therapeutic approaches 
to GVHD treatment. 
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Высокая потребность в заместительных материалах для нужд ортопедии указывает на 
необходимость разработки новых материалов и оценки их физико-химических, биологических свойств. 
Перспективными в этой связи являются композиционные материалы, содержащие биологический полимер 
и неорганический компонент, предпочтительно гидроксиапатит – минерал костной ткани, и дополнительно 
обогащенные веществами, положительно влияющими на процессы остеогенеза. 

Нами получены методами соосаждения и замораживания-желирования серии пористых  
биоматериалов (табл. 1, рис. 1) на основе природного полисахарида хитозана и наноразмерного 
гидроксиапатита, содержащие биологически активные ионы Zn, Mn, Mg, Fe, Ag, Cu. Исследованы их 
физико-химические свойства методами рентгеновской дифракции, электронной микроскопии, ИК-
спектроскопии, атомно-адсорбционной спектроскопии, и биологические свойства в экспериментах in vivo. 
 

Табл.1 Биоматериалы на основе хитозана и гидроксиапатита, содержащие ионы металлов.  
Образец Источник иона Содержание 

в 
композите, 
мг/кг 

Биологическая роль иона 

ChAP - - - 
ChAPMn MnCl2*4H2O 497,13 Повышает активность щелочной фосфатазы 
ChAPCu CuSO4 393,27 Катализатор в формировании костного коллагена, 

компонент цитохром С оксидазы, влияет на ангиогенез, 
антибактериальные свойства 

ChAPFe FeCl3*6H2O 1030 Входит в состав цитохромов, гемоглобина, миоглобина 
ChAPMg MgCl2*6H2O 480,2 Взаимодействует с фосфат-ионами, кофактор ферментов, 

стимулирует рост кости и адгезию остеобластов 
ChAPZn ZnSO4 284,4 Повышает активность остеобластов, ингибирует 

резорбцию кости, ингибирует рост бактерий 
ChAPAg AgNO3 1027,7 Антибактериальные свойства 
 

  
Рис. 1 Микрофотографии пористых композиционных материалов (на примере ChAPFe (слева) и ChAPMn (справа)) 
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High demand in the replacement materials for orthopaedy determines the need for the development of new 
materials and evaluation of their physical, chemical, and biological properties. Promising in this regard are the 
composite materials containing a biological polymer and an inorganic component, preferably hydroxyapatite - the 
mineral of bone tissue, and then additionally enriched with substances positively influencing the process of bone 
formation. 

We have obtained by the co-precipitation and freeze-gelation methods several series of porous biomaterials 
(Table 1, Fig. 1) based on natural polysaccharide chitosan and nanosized hydroxyapatite, containing biologically 
active ions Zn, Mn, Mg, Fe, Ag, Cu. Their physical and chemical properties were studied by X-ray diffraction, 
electron microscopy, infrared spectroscopy, atomic absorption spectroscopy, and biological properties were 
evaluated in the in vivo experiments. 

 

Table 1 Chitosan-based biomaterials containing metal ions. 
Sample Source of the ion Content in 

composite, 
mg/kg 

Biological activity of the ion 

ChAP - - - 
ChAPMn MnCl2*4H2O 497,13 Increases the activity of alkaline phosphatase 
ChAPCu CuSO4 393,27 The catalyst in the formation of bone collagen, a component of 

cytochrome C oxidase, affects angiogenesis, anti-bacterial 
properties 

ChAPFe FeCl3*6H2O 1030 Included in the cytochromes, hemoglobin, myoglobin 
ChAPMg MgCl2*6H2O 480,2 Interacts with the phosphate ions, enzyme cofactor, stimulates 

bone growth and adhesion of osteoblasts 
ChAPZn ZnSO4 284,4 Increases the activity of osteoblasts, inhibits bone resorption, 

inhibits the growth of bacteria 
ChAPAg AgNO3 1027,7 Antibacterial properties 

 

  
 

Fig. 1 Micrographs of porous composite materials (ChAPFe (left) and ChAPMn (right)) 
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Конъюгаты порфиринов с фуллеренами занимают особое место среди многочисленных донорно-

акцепторных систем, созданных в последние десятилетия. В известной мере это связано с тем, что эти 
соединения по своим свойствам хорошо дополняют друг друга. Конъюгированная система двойных связей 
макроцикла поглощает свет в широком диапазоне от ультрафиолетовой до ближней ИК–области. Это 
позволяет использовать порфирины и их ди- и тетрагидропризводные в качестве светособирающих 
антенн. Фуллерены, напротив, слабо поглощают свет, но являются прекрасными акцепторами электронов. 
В последние годы активно изучаются структурные аспекты порфирин-фуллереновых систем и в ходе 
исследований синтезировано большое количество разнообразных диад, а также триад и 
мультихромофорных ансамблей. Показано, что в таких соединениях при фотовозбуждении происходит 
перенос электрона и энергии, причем структура и химические свойства линкера между донором и 
акцептором оказывают большое влияние на фотофизические свойства порфирин-фуллеренов. 

В качестве исходных соединений при получении донорно-акцепторной системы (1) нами были 
использованы N-аминопурпуринциклоимид  и фуллерен С60. Для получения N-аминопурпуринциклоимида 
мы проводили реакцию пурпурина 18 с гидразин-гидратом. Для модификации фуллерена использовали 
диэтилмалонат, реакцию проводили при комнатной температуре в течение 48 ч. Полученное производное 
подвергалось омылению спиртовым раствором NaOH. Для получения хлорангидрида  
модифицированного фуллерена С60, использовали реакцию с тионилхлоридом. Последующее 
ацилирование N-aминоциклоимида хлорангидридом производного фуллерена позволило получить 
соединение (1).  
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Conjugates of porphyrins with fullerenes stand out from other many donor-acceptor systems, that have been 

made in recent decades. In some measure it can be explained by the fact that these structures complement each 
other well. Conjugated system of double bonds absorbs light in wide range from the UV region to the near IR 
region. It affords to use porphyrins and it is di- and tetrahydroderivatives  as a light-harvesting antennas. 
Whereas, fullerenes weakly absorbs light, but they exhibit excellent electron-acceptor properties. In recent years 
structure aspects of the porphyrin-fullerene systems are under active study.  It was a lot of different diades, 
triades and multichromophor ensembles during the studies. It was also shown that such a structures tend to 
induce an electron and energy transfer in terms of photoexcitation and structure and chemical properties of a 
linker makes a huge impact on the photophysic properties of porphyrin-fullerene conjugates.  

As an initial substances in the synthesis on our donor-acceptor system (1) we used N-
aminopurpurincycloimide and fullerene C60. To get N-aminopurpurincycloimide we carried out the reaction with 
purpurin 18 and hydrazine hydrate. To modify fullerene it was acted by diethylmalonate under room temperature 
during 48 hours. The obtained product was undergone with the hydrolysis reaction with sodium methylate. To 
synthesize the chloroanhydride of the modified fullerene C60 the reaction with thionylchloride was used. The 
subsequent conjugation of the modified fullerene with the purpurin 18 derivative via acylation reaction afforded to 
get the new compound (1).  
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Феритин це природній глобулярний білковий комплекс, який містить наночастинки заліза, і може 

розглядатися як модель для дослідження властивостей металевих наночастинок, покритих полімерною 
або декстрановою оболонкою. Такі наночастинки широко використовуються в якості інструментів для 
контрастування в магнітно-резонансної томографії, для доставки ліків, мічення клітин і регенерації 
нейронів. З іншого боку зміни рівня феритину в сироватці крові, пов'язані з розвитком процесів 
нейродегенерації. 

Молекулярні та клітинні механізми нейродегенерації часто пов'язують з глутаматною нейротоксичністю. 
L-глутамат є одним з основних медіаторів збуджуючих сигналів у центральній нервовій системі тварин, 
який відіграє значну роль в реалізації багатьох функцій мозку, зокрема в розпізнаванні, навчанні та пам’яті. 
Однак тривале підвищення концентрації глутамату в позаклітинній рідині може призвести до розвитку 
глутаматної нейротоксичності, що виникає внаслідок хронічної надмірної стимуляції рецепторів. Метою 
даної роботи було вивчення взаємодії магнітних наночасток вкритих природною білковою оболонкою на 
нервові терміналі головного мозку щурів, та аналіз їх впливу на основні характеристики синаптичної 
передачі. 

Методами спектрофлуорометріі з використанням потенціал-чутливого та рН-чутливого флуоресцентних 
зондів було показано, що феритин не призводить до істотних змін функціонального стану нервових 
терміналей. Позаклітинна концентрація глутамату збільшувалася після обробки феритином нервових 
терміналей з головного мозку щурів. Також було виявлено, що застосування феритину викликало значну 
зміну в процесах транспорту глутамату синаптосомами. 

Цей ефект є надзвичайно важливим, оскільки порушення процесів транспорту глутамату та підвищення 
позаклітинного рівня нейромедіатору призводить до розвитку нейротоксичності та загибелі нейронів. 
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Ferritin is natural globular protein complex, which contains iron nanoparticles, and may be considered as 
a model nanoparticle. This protein serves as a good tool to investigate properties of metal nanoparticles coated 
by polymer or dextran shells, that are widely used as supramagnetic agents for magnetic resonance imaging, 
drug delivery, cell labeling and neuronal regeneration. On the other hand changes in serum level of ferritin 
associated with neurodegeneration.  

Molecular and cellular mechanisms of neurodegeneration is often related to neurotoxicity of glutamate. 
L-glutamate is a key excitatory neurotransmitter in the mammalian CNS, and is involved in most aspects of 
normal brain function including cognition, memory and learning. But excessive extracellular glutamate 
overstimulates glutamate receptors initiating calcium entry and causes excitotoxicity, neuronal injury and 
death.The aim of this work was to study influence of native protein-covered magnetic nanoparticles on rat brain 
nerve terminals, and to analyze their effect on the key characteristics of synaptic transmission.   

Using spectrofluorimetry with potential-sensitive and pH-sensitive fluorescent dyes it was shown that 
ferritin has no significant effect on functional state of nerve terminals.The extracellular concentration of glutamate 
in rat brain nerve terminals was enhanced after treatment with ferritin. Also it was revealed that application of 
ferritin caused a considerable alteration in glutamate transport by by synaptosomes. 

This effect is very important as disturbance of processes of glutamate transport an increase in the 
extracellular level of the neurotransmitter leads to neurotoxicity and death of neurons.  
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ВПЛИВ НЕОРГАНІЧНИХ НАНОЧАСТИНОК АНАЛОГІВ МІСЯЧНОГО / МАРСІАНСЬКОГО ПИЛУ НА 
МЕМБРАННИЙ ПОТЕНЦІАЛ, ПРОТОННИЙ ГРАДІЄНТ, АКТИВНИЙ ТРАНСПОРТ І ЗВ'ЯЗУВАННЯ 

ГЛУТАМАТУ НЕРВОВИМИ ТЕРМІНАЛЯМИ ГОЛОВНОГО МОЗКУ 
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Глутамат є основним збуджуючим нейромедіатором, який бере участь у більшості аспектів 

нормального функціонування мозку, в той час як порушення гомеостазу глутамату спостерігається під час 
розвитку більшості неврологічних розладів. Дослідження було зосереджено на аналізі впливу аналогів 
місячного (LD) та марсіанського (MD) пилу (препарати JSC-1a та JSC, отримані з вулканічного попелу) на 
ключові характеристики глутаматергічної нейротрансмісії.  

Методом лазерної кореляційної спектроскопії було визначено середній розмір LD та MD частинок до і 
після обробки ультразвуком. Радіоізотопними методами з використанням L-[14C]глутамату, було показано 
що в присутності LD частинок збільшується зв’язування L-[14C]глутамату з ізольованими нервовими 
закінченнями головного мозку щурів (сиінаптосомами) в середовищі з низькою концентрацією Na+ та при 
низькій температурі. Додавання MD частинок викликало значно менші зміни в зв’язуванні L-[14C]глутамату з 
синаптосомами за тих же умов. Флуоріметричними методами із застосуванням потенційно чутливого зонду 
родаміном 6G та рН-чутливого зонда акридиноранжа було показано, що потенціал плазматичної мембрани 
нервових закінчень та закислення синаптичних везикул не змінювалися при дії LD та MD частинок. 

Таким чином, було показано унікальний ефект LD частинок на збільшення звязування глутамату 
нервовими закінченнями. Це може впливати на гомеостаз позаклітинного глутамату в ЦНС і призводити до 
зміни позаклітинного рівня нейромедіатору, що може значною мірою вплинути на нормальний перебіг 
процесів синаптичної передачі. Поєднання постійного впливу частинок пилу під час довгострокових місій з 
дією таких негативних факторів польту як стрес, мікрогравітація, радіація, УФ-випромінення т.д., можуть 
змінити ефект пилу і посилити неврологічні наслідки. 

Ключові слова: аналог місячного пилу; аналог марсіанського пилу, вулканічний попел, глутамат; 
мембранний потенціал; закислення синаптичних везикул; глутаматергічна нейротрансмісія; нервові 
терміналі головного мозку щурів 
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IN RAT BRAIN NERVE TERMINALS 
 

Krisanova N., Sivko R., Nazarova A.,Borysov A., Borisova Т. 
 

Palladin Institute of Biochemistry, NAS of Ukraine; Kiev, Ukraine 
e-mail: krysanova@ukr.net 

 
Glutamate is the main excitatory neurotransmitter involved in most aspects of normal brain function, whereas 

disturbances in glutamate homeostasis contribute to the pathogenesis of major neurological disorders. The 
research was focused on the analysis of the effects of LD/MD simulants (JSC-1a/JSC, derived from volcanic ash) 
on the key characteristics of glutamatergic neurotransmission. The average size of LD and MD particles (even 
minor fractions) before and after sonication was determined by dynamic light scattering. Using radiolabeled L-
[14C]glutamate, it was shown that there is an increase in L-[14C]glutamate binding to isolated rat brain nerve 
terminals (synaptosomes) in low [Na+] media and at low temperature in the presence of LD. MD caused 
significantly lesser changes under the same conditions. Fluorimetric experiments with potential-sensitive dye 
rhodamine 6G and pH-sensitive dye acridine orange showed that the potential of the plasma membrane of the 
nerve terminals and acidification of synaptic vesicles were not altered by LD/MD. 

Thus, the unique effect of LD to increase glutamate binding to the nerve terminals was shown. This can have 
deleterious effects on extracellular glutamate homeostasis in the CNS and cause alterations in the ambient level 
of glutamate, which is extremely important for proper synaptic transmission. A combination of constant irritation 
with dust particles in long–term mission, inflammation, stress, low- and microgravity, radiation, UF, etc, may 
consequently change the effects of the dust and aggravate neurological consequences. 

Key words: lunar dust simulant; martian dust simulant; volcanic ash; glutamate binding; the membrane 
potential; synaptic vesicle acidification; glutamatergic neurotransmission; rat brain nerve terminals  
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Нанотехнологическая задача конструирования органических наночастиц, в которых молекулы 

биологически активных веществ (БАВ), в частности, лекарственных средств, защищены химически 
инертной оболочкой или носителем, имеет своей целью предотвратить химические реакции БАВ на их 
пути к мишени в живом организме и облегчить их проникновение в клетки. Изучение самосборки таких 
наночастиц на уровне нанокластеров отдельных молекулярных компонентов возможно с помощью 
современных методов масс-спектрометрии и молекулярной динамики.  

В данном сообщении мы приводим результаты изучения нанокластеров компонентов биополимеров – 
аминокислот и азотистых оснований – с олигомерами органического полиэфира полиэтиленгликоля (ПЭГ). 
В последнее время биосовместимый ПЭГ начали применять для создания лекарственных форм на основе 
пегилированных биополимеров. Сведения о структуре пегилированных БАВ и механизмах 
межмолекулярных взаимодействий между молекулами БАВ и полимера необходимы для более 
эффективного конструирования лекарственных наночастиц.  

Ранее было известно, что ПЭГ образует устойчивые ассоциаты (кластеры) с ионами щелочных 
металлов, стабилизация которых достигается за счет закручивания полимерной цепочки вокруг катиона. 
Нами было показано, что олигомеры ПЭГ могут образовывать комплексы с анионами хлора [1], принимая 
конформацию, «инвертированную» по отношению к таковой в комплексах с катионами. Далее, нами было 
высказано и подтверждено предположение о том, что полиэфирные цепочки могут подобным образом 
самоорганизовываться вокруг заряженных атомных групп органических молекул [2].  

Для регистрации нанокластеров компонентов биополимеров с олигомерами ПЭГ-400 был использован 
экспериментальный метод масс-спектрометрии с ионизацией электрораспылением. В масс-спектрах 
растворов смесей БАВ с полиэфиром были зарегистрированы ионы, соответствующие индивидуальным 
компонентам системы и их ассоциатам. Благодаря такому свойству полимеров как полидисперсность, 
ПЭГ-400 представлен в масс-спектрах набором олигомеров [ПЭГn•H]+ или [ПЭГn - H]- (где n – число 
мономеров в полимерной цепочке). Наличие в масс-спектрах аналогичных серий пиков нанокластеров 
[БАВ•ПЭГn•H]+ или [БАВ•ПЭГn - Н]- является доказательством образования стабильных ассоциатов 
биомолекул со всем набором олигомеров. В то же время была обнаружена зависимость эффективности 
образования нанокластеров от зарядового состояния биомолекул. Так, для аминокислоты гистидина 
комплексы с ПЭГn были зарегистрированы только в режиме положительных ионов, а для аспарагиновой и 
глутаминовой кислот – в режиме отрицательных ионов. Нанокластеры валина и пролина присутствовали в 
масс-спектрах в обоих режимах. Нанокластеры азотистых оснований цитозина, метилцитозина, 
диметилцитозина и аденина с ПЭГn были зарегистрированы в протонированной форме.  

Моделирование методом молекулярной динамики процесса самосборки нанокластеров из олигомеров 
ПЭГn и биомолекул в различных зарядовых состояниях показало, что изначально вытянутая полимерная 
цепочка закручивается вокруг заряженных групп биомолекул. Так, для нейтральных аминокислот в 
цвиттерионной форме олигомеры располагались возле как –NH3

+, так и –СОО- групп. В комплексе с 
протонированным гистидином олигомеры формировали квазициклическую структуру вокруг положительно 
заряженного имидазольного кольца, в которой атомы эфирных кислородов полиэфира были развернуты к 
кольцу. В квазициклических комплексах с депротонированными аспарагиновой и глутаминовой кислотами 
эфирные кислороды были развернуты от отрицательных групп. Вокруг протонированных азотистых 
оснований цепочки ПЭГn принимали квазициклическую или квазиспиральную (для n>8) конформацию. 
Можно высказать предположение, что подобные структурные мотивы будут реализовываться и в 
пегилированных белках, а именно, что цепочки ПЭГ будут стремиться связываться с ионизированными 
боковыми радикалами аминокислот, находящихся на поверхности белка. Закручивание полиэфирных 
цепочек вокруг биомолекул и экранирование реакционноспособных заряженных функциональных групп 
можно рассматривать как возможный молекулярный механизм защитной роли ПЭГ в наночастицах, 
создаваемых для направленной доставки лекарственных веществ.  
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A nanotechnology task of design of organic nanoparticles composed of molecules of biologically active 
compounds (BAC), medicines in particular, protected by chemically inert shield is aimed at prevention of chemical 
reactions of BAC on the way to their targets in living organisms and facilitation of their penetration into cells. Up-
to-date mass spectrometry and molecular dynamics simulation are suitable tools for studies of the self-assembly 
of such nanoparticles at the level of nanoclusters formed by their individual components.  

In the present communication the results of study of nanoclusters of amino acids and nitrogen bases (as 
biopolymers’ building blocks) with oligomers of polyethylene glycol organic polyether are reported. Biocompatible 
PEG is currently applied for development of drugs based on PEGylated biopolymers. Knowledge on the structure 
of the pegylated BAC and on mechanisms of intermolecular interactions between BAC and polymer molecules is 
urgent for advancement of the nanoparticles design.  

It is known that PEG forms associates (clusters) with alkali metal ions, stabilized due to winding of the 
polymeric chain around the cation. We have demonstrated that PEG oligomers can form complexes with chlorine 
anion [1]; in this case the oligomer conformation is “inversed” in relation to that in its complexes with cations. 
Further, we have assumed and proved that the polyether chains can be self-organized around the charged 
moieties of organic molecules in similar way [2].  

Experimental technique of electrospray mass spectrometry was applied to detect the nanoclustes of the 
biopolymers’ components with PEG-400 oligomers. In the mass spectra of solutions of BAC with the polyether, 
the Ions corresponding to the individual components of the (BAC+PEG) system and their associates were 
recorded. The polydispersity of polymers is responsible for the presence of sets of oligomers, [PEGn•H]+ or 
[PEGn – H]- (where n is polymerization degree), in the mass spectra of PEG-400. Observation of similar sets of 
BAC-PEG nanoclusters – [BAC•PEGn•H]+ or [BAC•PEGn - H]- - evidenced the formation of stable associates of 
biomolecules with the whole set of oligomers. At the same time the dependence of some features of the 
nanoclusters formation on the charge state of the biomolecules was revealed. The complexes of histidine amino 
acid with PEGn were recorded in the positive ion mode only, while the complex of aspartic and glutamic acids 
were observed in the negative ion mode. Nanoclusters of valine and proline with PEGn were present in the both 
ion modes. Nanoclusters of cytosine, methylcytosine, dimethylcytosine, and adenine with PEGn were recorded in 
the protonated form in the positive ion mode.   

Molecular dynamics simulation of the process of self-assembly of the nanoclusters of PEGn oligomers with the 
biomolecules in different charge states demonstrated that initially extended polymeric chain wrapped the charged 
groups of the biomolecules. The oligomers were located near –NH3

+ and –COO- groups of all amino acids being 
in zwitterionic form. In the complexes with protonated histidine, oligomers formed quasi-cyclic structure around 
positively charged imidazole ring; the ether oxygen atoms were directed towards the ring. In the quasi-cyclic 
complexes with deprotonated aspartic and glutamic acids the ether oxygen atoms were turned outward in relation 
to the negatively charged droups. PEGn chains adopted quasi-cyclic and quasi-helical (for n>8) conformations 
around protonated nitrogen bases. It can be expected that similar structural motives may occur in the pegylated 
proteins, namely, PEG chains will tend to interact with the charged side radicals of amino acids present at the 
protein surface. The winding of the polyether chains around biomolecules leading to shielding of the reactive 
charged functional groups can be considered as a plausible molecular mechanism of protective function of PEG 
in nanoparticles designed for directed drug delivery.  
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Полифенольные соединения являются компонентами многих растений, в том числе традиционно 

употребляемых в пищу и в народной медицине. Для большинства полифенолов характерно наличие 
антиоксидантных свойств, некоторые обладают также противоопухолевыми, противовоспалительными, 
противомикробными, кардиопротекторными свойствами (ресвератрол, изоликвиритигенин и др.), 
подтвержденными в опытах на животных [1, 2], что открывает перспективы для использования данных 
соединений и их производных в разработке новых лекарственных средств. 

Низкая биологическая доступность многих полифенолов, обусловленная, в частности, слабой 
абсорбцией в кишечнике, не позволяет создавать достаточно высокие для проявления 
фармакологического эффекта концентрации в тканях и органах человека, что ставит перед 
исследователями задачу поиска путей повышения биодоступности полифенолов. Одним из таких путей 
является получение липофильных производных, способных выступать в качестве пролекарств. Включение 
в липосомы – еще один перспективный подход для улучшения доставки к органам-мишеням 
лекарственных веществ как гидрофильной, так и липофильной природы. Кроме того, инкапсулирование 
липофильных соединений в липосомы позволяет получать препараты на водной основе, удобные для 
инъекционного введения, а также для проведения биологических исследований in vitro. 

В ходе исследований по модификации ресвератрола и изоликвиритигенина получены и 
охарактеризованы их липофильные производные: триацетаты, трибензоаты и триметилсукцинаты 
ресвератрола (1) и изоликвиритигенина (2), диацетат и диметилсукцинат изоликвиритигенина (3). 
Диэфирам изоликвиритигенина на основе данных протонного магнитного резонанса приписана структура, 
содержащая свободную гидроксильную группу в пара-положении резорцинового фрагмента. 
Преимущественное образование орто-замещенного диэфира (3) можно объяснить невалентным 
электростатическим взаимодействием между карбонильной группой ацильного заместителя в орто-
положении и несущим эффективный положительный заряд атомом водорода в β-положении α,β-
непредельного кетонного фрагмента. 

С целью выяснения эффективности липофилизации полифенолов как подхода к повышению их 
биодоступности исследовали кардиотропные свойства ресвератрола, изоликвиритигенина и их ацетатов, 
инкапсулированных в липосомы. Липосомы, содержащие изоликвиритигенин, в исследованиях in vitro 
показали выраженные кардиотонические свойства, в то время как его ацетилированные производные в 
условиях эксперимента активности не проявили, что свидетельствует о важной роли свободных 
фенольных групп изоликвиритигенина в процессах, приводящих к развитию кардиотонического эффекта. 
Полученные результаты свидетельствуют о потенциальной возможности использования 
изоликвиритигенина в качестве кардиопротекторного средства и о его высокой эффективности при 
включении в липосомы. 
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Polyphenolic compounds are constituents of many plants including traditionally used in food and in folk 

medicine ones. Most polyphenols are characterized as antioxidants, some of them possess antitumor, 
antiinflammatory, antimicrobial, cardioprotective properties (resveratrol, isoliquiritigenin, etc.) confirmed in animal 
studies [1, 2], which offers the challenge of the appliance of these compounds and their derivatives in the 
development of new medicines. 

The low bioavailability of many polyphenols due to, among others, the poor absorption in the intestine 
prevents from obtaining concentrations high enough for the development of the pharmacological effect in human 
tissues and organs. It confronts researchers with the problem of finding ways to improve the bioavailability of 
polyphenols. One of these ways is to obtain lipophilic derivatives that can act as prodrugs. Inclusion into 
liposomes is another one promising approach to improve delivery of both hydrophilic and lipophilic drugs to target 
organs. In addition, encapsulation of lipophilic compounds into liposomes enables their aqueous preparations 
which are convenient for injecting instillations as well as for biological studies in vitro. 

During studies on modification of resveratrol and isoliquiritigenin their lipophilic derivatives such as resveratrol 
and isoliquiritigenin triacetates, tribenzoate and trimethyl succinate (1, 2), isoliquiritigenin diacetate and dimethyl 
succinate (3) were obtained and characterized. Isoliquiritigenin diesters are attributed to the structure containing 
the free hydroxyl group in the para-position of the resorcinol moiety based on nuclear magnetic resonance data. 
Preferential formation of ortho-substituted diester (3) can be accounted for by nonvalent electrostatic interaction 
between the carbonyl group of the acyl substituent at the ortho-position and the hydrogen atom with positive 
effective charge in the β-position of the α,β-unsaturated ketone moiety. 

In order to determine the effectiveness of polyphenols lipophilisation for improving their bioavailability 
cardiotropic properties of resveratrol, isoliquiritigenin and their acetates encapsulated in liposomes were 
investigated. Liposomes containing isoliquiritigenin showed pronounced cardiotonic properties in vitro while its 
acetylated derivative showed no activity in experimental conditions. It indicates the important role of free phenolic 
groups of isoliquiritigenin in the processes leading to the development of cardiac effect. The results suggest the 
potential application of isoliquiritigenin as a cardioprotective agent and its efficiency when incorporated into 
liposomes. 
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Полимеразная цепная реакция в реальном времени (ПЦР-РВ) часто используется для количественного 
генетического анализа, в том числе в прикладной медицине для диагностики и мониторинга 
инфекционных и генетических заболеваний. Обычно в качестве ДНК-зондов для ПЦР-РВ применяют 
синтетические олигонуклеотиды, содержащие флуоресцентную метку в сочетании с соответствующим 
тушителем флуоресценции. Такой зонд изначально обладает некоторой фоновой флуоресценцией, 
которая увеличивается в результате отщепления тушителя в процессе анализа. При этом для увеличения 
чувствительности и точности анализа желательно иметь минимальный уровень фоновой флуоресценции 
и максимальное значение конечной флуоресценции, т.е. максимальное «разгорание» флуоресценции. 
Ранее было предложено использовать флуоресцентные метки и тушители флуоресценции на основе 
разветвителей, содержащие более одного фрагмента красителя [1] и/или тушителя [2]. 

Так как в литературе нет систематических данных о сочетании такого рода структур в одном зонде, то 
мы синтезировали ряд оригинальных соединений на основе разветвленных линкеров, позволяющих 
осуществить  введение нескольких красителей и тушителей флуоресценции в структуру ДНК-зондов. 
Синтезированы модельные олигонуклеотиды, меченные красителями и тушителями на основе 
разветвленных линкеров и исследованы их спектральные и фотофизические свойства. Установлено 
влияние структуры линкеров на интенсивность флуоресценции. 

 

 
 

На основании полученных результатов разработаны ДНК-зонды с улучшенными оптическими 
характеристиками, позволяющие увеличить чувствительность и точность анализа методом ПЦР с 
детектированием сигнала в режиме реального времени. 
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Real-time PCR (qPCR) is widely used for quantitative genetic analysis and in applied medicine for infectious 
and genetic disease monitoring and diagnostics. In this case synthetic oligonucleotide to be used contains a 
fluorescent dye and a quencher. Such molecular probe initially has a background fluorescence which increases 
upon quencher removal during analysis process. In order to increase sensitivity and accuracy of the analysis, it is 
better to have minimal background and maximal final fluorescence level. Recently, it was proposed to use 
fluorescent dyes and quenchers based on branched linkers containing more than one dye [1] and/or quencher [2]. 

Taking into account that there are no systematical data regarding molecular probes containing both dye and 
quencher having the structure mentioned above, we have prepared a number of original dyes and quenchers 
based on branched spacers capable to conjugate with DNA probes. Oligonucleotides modified with dyes and 
quenchers based on branched linkers were synthesized and their spectral and photophysical properties were 
studied. The influence of the linker structure on fluorescence intensity was established. 

 

 
 

DNA probes with improved optical characteristics which allow increasing sensitivity and accuracy of the real-
time PCR (qPCR) analysis were designed based on the obtained results. 
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Одним из наиболее распространенных методов, используемых в фосфопротеомике, является металл-
аффинная хроматография, применяемая, в частности, для обогащения образца фосфорилированными 
пептидами. Стоит отметить, что существующие коммерческие металл-аффинные сорбенты обладают 
высокой стоимостью и имеют существенные недостатки, например, возможность вымывания металла из 
сорбента во время элюирования или высокий уровень неспецифичной сорбции. В связи с этим становится 
очевидной необходимость разработки новых материалов, которые по своим структурным и химическим 
особенностям могли бы эффективно выполнять функции металл-аффинных сорбентов.  

Недавно были разработаны, стандартизованы и апробированы два новых типа металл-аффинных 
сорбентов, содержащих железо(III): 

1) РММС (регулярный мультимолекулярный сорбент) представляет собой нерастворимые 
коллапсированные мономолекулярные слои стеарата Fe(III), полученные по методу Лэнгмюра-Блоджетт. 
Его преимуществом является то, что поверхность сорбента состоит почти полностью из ионов металла. 

2) НРС (нанорегулярный сорбент) представляет собой оксид железа, полученный золь-гель методом 
с совместным самораспространяющимся синтезом, индуцированным микроволновым излучением. 
Полученный сорбент состоит из частиц размером не более 50 нм и обладает развитой пористой 
поверхностью. 

Для обоих синтезированных сорбентов экспериментально определены: удельная поверхность, 
сорбционная емкость, изоэлектрическая точка, изучены изотермы сорбции.  

Было показано, что указанные структуры могут быть использованы в качестве сорбентов при 
пробоподготовке по методу металл-аффинной хроматографии для специфичного и селективного 
выделения не только фосфорилированных пептидов, но и других химических соединений, обладающих 
активными атомами кислорода и фтора (взаимодействие сорбент-аналит согласно теории Пирсона).  

На модельных объектах была успешно продемонстрирована возможность выделения целевых 
токсичных соединений, как из биологических образцов, так и из объектов окружающей среды (на примере 
перфторкислот, микроцистинов и фосфонилированных пептидов) с последующим масс-
спектрометрическим детектированием. Также было проведено сравнение полученных сорбентов с 
коммерческим аналогом (PHOS-Select Iron Affinity Gel, Sigma Aldrich). Была исследована специфичность 
сорбции фосфорилированных пептидов казеина из его триптического гидролизата и показано, что в 
отличие от коммерческого сорбента, наблюдается полное извлечение фосфорилированных пептидов из 
образца. Степень извлечения трех фосфорилированных пептидов составляет не менее 70% при том, что 
потери на сорбенте не превышают 30% (рисунок 1). 

 
Рис. 1. Количественное определение триптических фосфорилированных пептидов казеина после металл-аффинной 
хроматографии на сорбентах РММС Fe(III), НРС Fe(III) и PHOS-Select Iron Affinity Gel методом LC-IT-TOF. Обозначения: 

 
 

Новые сорбенты обладают следующими характеристиками: простота и дешевизна синтеза, высокая 
сорбционная емкость; низкий уровень неспецифической сорбции, отсутствие вымывания металла в ходе 
анализа. 
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One of the most common methods used in phosphoproteomics is metal-affinity chromatography, used in 
particular for enrichment of phosphopeptides. It should be noticed that the existing commercial metal-affinity 
sorbents are of high cost and have significant drawbacks, such as the possibility of leaching of metal from the 
sorbent during elution or high levels of non-specific adsorption. In this regard, the development of new materials, 
which by their structural features can be effectively used as a metal-affinity sorbents, should be conducted.  

Recently two new metal-affinity sorbents containing ions of iron (III) have been developed and standardized: 
1) RMMS (regular multimolecular sorbent) is insoluble collapsed monomolecular layers of Fe (III) stearate, 

obtained by the method of Langmuir-Blodgett films. Its advantage is that the sorbent surface is composed almost 
entirely of metal ions. 

2) NRS (nanoregular sorbent) is an iron oxide obtained by the sol-gel method combined with self-propagating 
synthesis induced by microwave radiation. The obtained nanoparticles have a size of less than 10 nm, and have 
highly porous surface. 

For both synthesized sorbents, following characteristics were experimentally determined: surface area, 
adsorption capacity, isoelectric point; sorption isotherms were studied. 

It has been shown that these structures can be used as sorbents for the sample preparation by method of 
metal-affinity chromatography for the specific and selective isolation of not only the phosphorylated peptides but 
other chemical compounds with active oxygen and fluorine (sorbent-analyte interaction is according to the 
Pearson's principle). The possibility of isolating of target toxic compounds from biological samples as well as from 
environmental objects (exemplified for perfluoroacids, microcystins and phosphonylated peptides) followed by 
mass spectrometric detection was successfully demonstrated. 

Comparison between the new sorbents and commercial analog (PHOS-Select Iron Affinity Gel, Sigma 
Aldrich). We investigated the specificity of adsorption of phosphorylated peptides from tryptic casein digest and it 
was shown that in contrast to the commercial sorbent, complete recovery of phosphorylated peptides from the 
sample occurs. The recovery of three phosphorylated peptides is at least 70% while losses on the sorbent don’t 
exceed 30% (Figure 1). 

 
Figure 1 - Quantification of phosphorylated tryptic casein peptides after metal affinity chromatography with 

following sorbents: RMMS Fe(III), NRS Fe(III) and PHOS-Select Iron Affinity Gel by LC-IT-TOF.              Legend: 
 

 
New sorbents have the following characteristics: simplicity and low cost of synthesis, high sorption capacity, 

low level of nonspecific adsorption, no leaching of the metal during the analysis. 
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В останні роки все більшу увагу приділяють розробці біосенсорам, приладам нового покоління, які 
основані на поєднанні біологічноактивної компоненти та фізичного перетворювача. Найважливішими з 
характерних ознак біосенсорів є їхня висока чутливість та селективність, простота у використанні та 
швидкість аналізу, а також широкий діапазон речовин, що можуть бути детектовані, включаючи й такі 
біологічно активні речовини, як алколоїди, гормони, нейромедіатори тощо.  

Серед існуючих на сьогодні біосенсорів найбільш перспективним вважається клас електрохімічних 
біосенсорів на основі амперометричного методу вимірювання. На жаль амперометричні біосенсори мають 
певні недоліки, пов’язані з низькою селективністю самого перетворювача, що дійсно негативно може 
вплинути на роботу біосенсорів [1]. Тому перед початком розробки біосенсорів дуже важливо провести 
ретельне тестування та оптимізацію основних робочих характеристик амперометричних перетворювачів 
для більш ефективного їхнього використання при розробці ферментативних біосенсорів. 

В даній роботі було запропоновано універсальну методику тестування амперометричних 
перетворювачів, яку слід проводити перед розробкою будь-якого безмедіаторного ферментного 
біосенсора, в основі роботи якого лежить окислення перекису водню. В ході тестування датчиків було 
досліджено основні аналітичні характеристики робочих електродів на основі платинового дроту методом 
циклічної вольтамперометрії та амперометричних вимірювань. Було перевірено платинові електроди на 
чутливість до перекису водню, етанолу та аскорбінової кислоти. Вибрано оптимальний потенціал роботи 
даних перетворювачів. Було досліджено відтворюваність сигналу амперометричного перетворювача та 
його селективність. Для покращення селективності перетворювачів на поверхню робочого електрода була 
нанесена поліфенілендіамінова мембрана, що в свою чергу значно знизило та навіть нівелювало 
чутливість амперометричного перетворювача до ряду інтерферуючих речовин. Після модифікації 
електродів мета-фенілендіаміном була проведена іммобілізація глюкозооксидази на поверхні електродів 
за допомогою глутарового альдегіда. Створені ферментативні біосенсори мали високу чутливість до 
глюкози, хорошу відтворюваність сигналу та високу селективність. На основі даного методу тестування 
було показано, що амперометричні платинові перетворювачі по своїм характеристикам підходять для 
подальшого використання для розробки ферментних біосенсорів. 

Запропонована методику тестування амперометричних перетворювачів повинна суттєво полегшити 
попередню перевірку перетворювачів при розробці амперометричних ферментних біосенсорів та 
дозволити більш ефективно використовувати дані перетворювачі у подальшому.  

 
Література: 
1. S.V. Dzyadevych, A.P. Soldatkin. Solid-State Electrochemical Enzyme Biosensors // Kyiv: Institute of Molecular Biology and 

Genetics of National Academy of Sciences, pp.221 (2008) 
 
 
 

  



 
 

 406

TESTING METHOD OF AMPEROMETRIC TRANSDUCERS FOR DEVELOPMENT OF BIOSENSORS BASED 
ON ENZYMES 

 
Pyeshkova V.M., Kucherenko I.S., Soldatkin O.O., Dzyadevych S.V. 

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

Kyiv, Ukraine 
e-mail: victoriya.p@gmail.com 

 

Nowadays, much attention is devoted to development of biosensors, modern analytical devices based on the 
combination of biological component and suitable transducers. The combination of enzymes with electrodes 
creates enzyme electrochemical biosensors which can provide simple, accurate, high specific, sensitive, fast, 
convenient and rather cheap determination of different substrate, including such biologically active substances as 
alkaloids, hormones, neurotransmitter etc. 

Today, the most perspective biosensors are electrochemical biosensors based on amperometric method of 
detection. Unfortunately amperometric biosensors can have some disadvantages connecting with low selectivity 
of transducers that can effect on biosensors work negatively [1]. That’s why it’s so important to test and optimize 
main working characteristics of amperometric transducers before usage of these transducers for development of 
enzyme biosensors. 

Universal testing method of amperometric transducers was developed in this work. Proposed method includes 
the sequence of necessary operations, that researcher has to perform during development of each enzyme 
amperometric biosensors based on registration of peroxide hydrogen oxidation without mediators. Main analytical 
characteristics of working electrodes based on platinum wire were studied using method of cyclic 
voltamperometry and amperometric measurements. The sensitivity of platinum electrodes was studied towards 
peroxide hydrogen, ethanol and ascorbic acid. The optimal potential for work of these electrodes was found. The 
selectivity and reproducibility of transducers signals were studied. It was shown that phenylenediamine 
membrane on the surface of electrodes improved selectivity of transducers. After modification of electrodes by 
phenylenediamine it was performed immobilization of glucoseoxidase on the electrodes surface using 
glutaraldehyde. Obtained biosensors had high sensitivity towards glucose, good signal reproducibility and high 
selectivity. It was proved that these platinum amperometric transducers are suitable for further usage as a part of 
enzyme biosensors. 

Proposed method must essentially facilitate preliminary testing of transducers during development of 
amperometric biosensors and it will allow more effectively use these transducers in future. 
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Іонени - клас полімерних біоцидів, біологічна активність яких зумовлена наявністю в основному 

полімерному ланцюзі катіонів тетраалкіламонію, гуанідинію, фосфонію [1]. Найбільш дослідженими 
представниками цього класу є солі полігексаметиленгуанідину, які поєднують в собі низьку токсичність і 
широкий спектр антимікробної дії [2]. Іонени з катіонами імідазолію відносять до нового класу 
перспективних біоактивних сполук, антимікробна активність яких потребує вивчення [3].      

Нами синтезовано іонен полі(6,6-імідазолій бромід) одностадійною реакцією імідазолу і 1,6-
дибромгексану в диметилформаміді в присутності карбонату калію.  
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Отриманий продукт являє собою білу кристалічну речовину з температурою топлення 165 оС, 

розчинний у воді і нижчих спиртах. Структуру отриманого іонену підтверджено методами ПМР- та ІЧ-
спектроскопії, елементного аналізу. Характеристична в’язкість полімеру, визначена в 0,4 М водному KBr 
при 25 оC, становить 0,12.  

Дослідження антимікробних властивостей іонену показало, що полі(6,6-імідазолій бромід) є ефективним 
як проти культури гриба Candida albicans (М 885 ATCC 10231), так і проти бактеріальних штамів  
Staphylococcus aureus (АТСС 25923), Escherichia coli (АТСС 25922) та Pseudomonas aeruqinosa (АТСС 
27853). Мінімальна чинна концентрація іонену - полі(6,6-імідазолій броміду) складала 0,1%. Причому, 
антимікробні властивості  іонену перевищували такі для  полігексаметиленгуанідин гідрохлориду (ПГМГ), 
використаного нами для порівняння. Показники затримки росту культури, викликаної іоненом, у порівнянні 
з ПГМГ, були майже на 20% вищими проти бактеріальних культур P. aeruqinosa (АТСС 27853) і E. coli 
(АТСС 25922) та культури гриба C. albicans (М 885 ATCC 10231). Антимікробний ефект іонену та ПГМГ 
проти S. aureus (АТСС 25923) практично не відрізнялися тоді як чинна концентрація ПГМГ, на відміну від 
іонену,  була на порядок вищою і складала 1,0%. 

Нами проведено тестування антиоксидантної активності іонену в модельних умовах радикально-
ланцюгового окиснення бензилового спирту (БС) при 50 оС  та постійній швидкості генерування вільних 
радикалів (Wi = 2,9810-8 моль/лс). В якості ініціатора вільних радикалів використовували 2,2-азо-біс-
ізобутиронітрил. Волюмотрично визначали об’єм кисню, що поглинається реакційною системою в часі. 
Встановлено, що іонен ефективно гальмує радикально-ланцюгове окиснення БС. Так, швидкість 
неінгібованого окиснення БС становить 4,1710-6 моль/лс. При введенні в систему, що окиснюється, іонену 
в діапазоні концентрацій 210-3 - 610-1  г/л швидкість окиснення БС зменшується до 3,4110-6 моль/лс (на 
18%) і до 0,5110-6 моль/лс (на 87%) відповідно. Таким чином, отримані дані вказують на антиоксидантну 
активність імідазолієвого іонену, що узгоджується з результатами досліджень низькомолекулярних солей 
імідазолію [4, 5]. Така антиоксидантна здатність може бути додатковою перевагою при зовнішньому 
використанні іонену для санації та загоєнь ранових поверхонь через стимулювання регенерації 
пошкоджених тканин, особливо при лікуванні інфікованих хронічних ран, де оксидативному стресу  
надається особлива роль [6]. 
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Ionenes are a class of polymeric biocides with the biological activity caused by the presence of 
tetraalkylammonium, guanidinium or phosphonium cations in a polymer backbone [1]. Polyhexamethylene 
guanidine (PHMG) salts being the most investigated representatives of this class combine low toxicity and a 
broad spectrum of antimicrobial activity [2]. Ionenes containing imidazolium cations are a new class of promising 
bioactive substances with the yet unstudied antimicrobial activity [3].   

The new poly(6,6-imidazolium bromide) ionene had been synthesized by one-step reaction between imidazole 
and 1,6-dibromohexane in dimethylformamide at the presence of potassium carbonate.   
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The obtained crystalline product of white color has melting point of 165 оС. It is soluble in water and in the 

lower alcohols. The structure of ionene is confirmed by PMR- and IR-spectroscopy and elemental analysis. The 
intrinsic viscosity value determined in 0,4 M KBr at 25 оC is 0,12.   

The agar diffusion test shown the ionene anti-microbial effectiveness against the fungus culture Candida 
albicans M 885 ATCC 10231 as well as bacterial cultures Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 
ATCC 25922 and Pseudomonas aeruqinosa ATCC 27853. The minimum inhibitory concentration of  the ionene 
made 0,1%. The  antimicrobial activity of the ionene was almost by 20% higher in comparison to PHMG 
mentioned above for P.aeruqinosa ATCC 27853, E.coli ATCC 25922 and C.albicans M 885 ATCC 10231. The 
antimicrobial effects of the ionene and PHMG against S.aureus ATCC 25923 were practically the same. However, 
minimum inhibitory concentration  of PHMG  was on the order above and was 1,0%. 

The antioxidant activity of the ionene was also tested in the model conditions of radical chain oxidation of 
benzyl alcohol (BA) at 50 оС and constant rate of free radicals initiation (Wi = 2,9810-8 mol/ls). 2,2-azo-bis-
isobutyronitrile was used as a free radical initiator. The volume of oxygen absorbed by the reactionary system 
was determined volumetrically. It was found that the ionene effectively inhibited radical chain oxidation of BA. 
Thus, uninhibited oxidation rate of BA is 4,1710-6 mol/ls. The introduction of the ionene into the oxidized system 
in the concentrations ranged from 210-3 to 610-1 mol/ls led to the decrease of the oxidation rate to 3.4110-6 
mol/ls (on 18%) and to 0,5110-6 mol/ls (on 88%) correspondingly. Thus, the data obtained indicate that the 
imidazolium ionene has antioxidant activity. This is agreed with the testing results of low-molecular imidazolium 
salts [4, 5]. It should be noted that the antioxidant properties of the ionene can be an additional advantage when 
using it externally for d-bridement and repair of wounds surfaces due to the stimulation of regeneration of the 
damaged tissues, especially for the treatment of infected chronic wounds where oxidative stress plays seems to 
be important [6].        
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На основі полімерів-біоміметиків у формі наноструктурованих полімерних мембран розроблено оптичні 

біосенсорні системи для швидкої та ефективної детекції наднизьких концентрацій деяких фармацевтичних 
препаратів (еритроміцину, ібупрофену, триметоприму та сульфаметоксазолу), токсинів (фенолів, 
афлатоксинів) та основних метаболітів (креатиніну). Наноструктуровані полімерні мембрани, що містять 
штучні рецепторні сайти зв’язування цільових аналітів, було синтезовано із застосуванням технології 
молекулярного імпринтингу у комбінації з методом комп’ютерного моделювання. Було створено два типи 
молекулярно імпринтованих полімерних (МІП) мембран та застосовано їх як основу для оптичних 
сенсорних систем: 1) МІП мембрани, синтезовані методом полімеризації in situ, 2) МІП мембрани, отримані 
методом фотоініційованої прищепленої полімеризації тонкого шару МІПу на поверхні пористих 
мікрофільтраційних мембран. Синтетичні рецепторні системи, що здатні до селективного розпізнавання 
фармацевтичних препаратів, токсинів та метаболітів, були синтезовані за присутності цільових аналітів 
(так званих молекул-матриць). Екстракція матричних молекул з повністю синтезованих полімерних 
мембран веде до утворення у полімерній сітці порожнин (сайтів зв’язування), що за своєю формою, 
розміром та просторовим розташуванням функціональних груп комплементарна до матричних молекул. 
Особливістю синтезованих полімерів є їхня здатність селективно розпізнавати та зв’язувати матричні 
молекули, застосовані при їх синтезі. Структуру селективних сайтів зв’язування у МІП мембранах було 
передбачено та оптимізовано із застосуванням методів комп’ютерного моделювання (молекулярної 
динаміки).  

Було отримано МІП мембрани, що селективні до широкого спектру аналітів, та використано їх як основу 
колориметричних та флуориметричних сенсорних систем. Сенсорні системи функціонують згідно 
наведеного нижче принципу. На першому етапі відбувається селективна адсорбція аналітів штучними 
рецепторними сайтами у складі МІП мембран. Подальше опромінення таких мембран ультрафіолетом 
ініціює власну флуоресценцію аналітів (афлатоксин В1, ібупрофен), інтенсивність якої є пропорційною 
концентрації аналіту у досліджуваному зразку. Для аналітів, які не є флуоресцентними, проте здатні 
утворювати забарвлені комплекси з відповідними речовинами (зокрема для фенолу, креатиніну, 
еритроміцину та сульфаметоксазолу), були розроблені колориметричні сенсорні системи. У цьому випадку 
інтенсивність забарвлення полімерних мембран із селективно адсорбованими аналітами є пропорційною 
до їх концентрації у зразку.  

Синтезовані МІП мембрани характеризувались високою адсорбційною здатністю та афінністю щодо 
цільових аналітів. Завдяки цьому біосенсорні системи виявляли високу чутливість та широкий лінійний 
динамічний діапазон визначення (1-1000.0 ppb). Були визначені та оптимізовані робочі характеристики 
створених сенсорних систем. Окрім того біосенсорні системи виявляли високу селективність – 
спостерігали незначні сенсорні відгуки у відповідь на додавання близьких структурних аналогів матричних 
молекул.  

Таким чином, пропоновані МІП мембрани здатні не тільки до селективного розпізнавання цільових 
аналітів, а й до генерації сенсорних відгуків, що можуть бути легко зареєстровані. Практичне застосування 
таких біосенсорних систем не потребує ані високої кваліфікації персоналу ані дорогого обладнання. 
Синтезовані МІП мембрани також були використані для селективного попереднього концентрування 
аналітів із розбавлених водних розчинів. Це забезпечило підвищення чутливості як розроблених 
флуоресцентних та колориметричних сенсорних систем, так і традиційних інструментальних методів. 
Широке застосування розроблених нами сенсорних систем забезпечить покращення стану довкілля, питної 
води та продуктів харчування. 
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Optical biosensor systems based on polymers-biomimics in a form of nanostructured polymeric membranes 

were developed for the fast and efficient detection of trace concentrations of some pharmaceuticals 
(erythromycin, ibuprofen, trimethoprim, and sulfamethoxazole), toxins (phenols, aflatoxins), and main metabolites 
(creatinine). The nanostructured polymeric membranes, having synthetic receptor sites capable of selective 
recognition of the target molecules, were synthesized using the technique of molecular imprinting in a 
combination with the method of computational modeling. Two types of molecularly imprinted polymer (MIP) 
membranes were used as recognition elements of optical sensor systems: 1) MIP membranes obtained by the 
method of in situ polymerization, 2) MIP membranes obtained by the method of photo-initiated grafting 
polymerization of a thin MIP layer on a surface of a porous support. The synthetic receptor systems capable of 
selective recognition of the pharmaceuticals, toxins, and metabolites were prepared in the presence of the target 
molecules (templates). Extraction of the templates from the polymeric network resulted in formation of cavities, 
which are complementary to the templates in size, shape, and positioning of functional groups. The special 
feature of the polymers is their ability to selective re-binding of the templates used for their synthesis. The 
composition of the template-selective binding sites in MIP membranes was optimized using computer simulation.  

The MIP membranes for the selective recognition of a broad range of analytes were synthesized and used as 
a basis for the colorimetric and fluorimetric sensor systems. The sensor systems function according to the 
following principle. At the first stage selective adsorbtion of the analytes by the synthetic receptor sites in the 
structure of the MIP membranes takes place. Further UV-irradiation of the latter initiates native fluorescence of 
the analytes (aflatoxin B1, ibuprofen) with the intensity proportional to their concentration in the analyzed sample. 
For the analytes that are capable of colour complexes' formation (phenol, creatinine, erythromycin and 
sulfamethoxazole) colorimetric test-systems were developed. In this case, intensity of staining of the polymeric 
membranes with the selectively adsorbed target molecules was proportional to their concentration in the analyzed 
samples. The synthesized MIP membranes were characterized with high adsorbtion capability and affinity 
towards the analytes. Therefore, the biosensor systems, developed on their basis, were characterized with high 
sensitivity and wide linear dynamic range (1-1000.0 ppb). Working characteristics of the sensor systems were 
determined and optimized. The biosensor systems were characterized with high selectivity – negligible sensor 
responses were observed in response to addition of close structural analogues of the templates.  

The proposed MIP membranes are capable of not only selective recognition of the analytes but also for the 
generation of the sensor response, which can be easily registered. Practical application of the described sensor 
systems does not require neither high qualification of personnel nor expensive equipment. The proposed MIP 
membranes were also used for selective pre-concentration of the analytes from diluted aqueous samples. This 
resulted in the increase in sensitivity and selectivity of both: newly-developed fluorescent and colorimetric test 
systems as well as traditional instrumental methods. Wide application of the proposed biosensor systems in the 
environmental monitoring might increase safety of environment, drinking water, and foodstuffs. 
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Серед кандидатів у протиракові ліки на основі металоорганічних сполук кластери Ренію(ІІІ) займають 

особливе місце завдяки їх нетоксичності та унікальним антирадикальним властивостям, які обумовлені 
наявністю почверного зв’язку між атомами Ренію. Такий зв’язок може утворюватися тільки між атомами 
перехідних металів і звісно відсутній у природних молекулах. Дослідження хімії та біохімії сполук, що 
містять такий зв’язок, можуть зробити вагомий внесок у сучасну онкологічну практику. Почверний  зв’язок 
Re–Re стабілізує нехарактерний низький ступінь окиснення металу, що може бути важливим у  ‘prodrug 
strategy’ – стратегію передліків, тобто, потрапляючи у ракові клітини, атоми Ренію можуть змінювати своій 
валентний стан і бути ефективними каталізаторами вирішальних для життя або смерті ракової клітини. 
Конструюючи координаційні сполуки диренію(ІІІ) з високоспецифічною здатністю зв’язуватись з певними 
мішенями у раковій клітині ми зможемо більш толерантно діяти по відношенню до здорових клітин і 
використовувати як регуляцію редокс потенціалу кластерного фрагменту Re2

6+ так і його здатність до 
координації.  

Було показано, що інкапсуляція кластерних сполук Ренію(ІІІ) у ліпідну оболонку з утворенням 
наноліпосом або наночасток призводить не тільки до захисту діючої речовини від зовнішніх чинників,  але й  
значно активує кластерний фрагмент Re2

6+. Ці дані є значущими для нанобіотехнології та наномедицини. 
Нами були розроблені різні підходи до створення твердих ліпідних наночасток та наноліпосом, 
навантажених сумішшю різних за свєю біологічною дією хімічних речовин, що відкриває перспективу 
контролю за дією ліків та впровадження комбінаторної терапії. 

Кластерні комплекси диренію(ІІІ) вельми цікаві як представники нового типу антирадикальної та 
антиоксидантної активності. Дійсно, антиоксидантна та антирадикальна активність відомих на сьогодні 
природних та синтетичних речовин базується на їх здатності захоплювати і делокалізувати через систему 
супряжених π-зв’язків  електрон. У цій роботі ми показали здатність почверного зв’зку Re-Re, за рахунок 
своєї δ-компоненти захоплювати неспарений електрон радикалу та послаблювати оксидативний стрес. 
Досліджені структурні типи комплексів диренію(ІІІ) з різною швидкістю реагують із вільними радикалами, 
таким чином ми маємо низку фармакофорів з різною антиоксидантною потужністю, які можна обирати в 
залежності від конкретних вимог. 

 Біядерні сполуки Ренію(ІІІ) мають свою власну антиракову активність, обумовлену головним чином 
біядерним фрагментом Re2

6+, і залежить також від природи лігандів; синергетичний ефект при застосуванні 
суміші із цисплатином проявляється у високоефективному знищенні пухлин та ракових клітин;  дві 
металовмісні сполуки включають додатковий механізм роботи сигнальної мережі, вирішальний для 
виживання чи загибелі ракових клітин. Насьогодні вивчено тільки деякі аспекти механізму антиракової 
активності системи Re – Pt.   

Наше розуміння розвитку новоутворень  значно покращилось і веде до революції в удосконаленні ліків 
– від токсичних ліків до молекулярного спрямування (molecular targeting). Ідентифікація молекулярних 
цілей для ефективної комбинації діючих чинників є головним аспектом  сучасного розвитку хемотерапії. 
Оскільки цисплатин є мультифункціональною молекулою, він може зв’язуватись з багатьма мішенями 
живих клітин. Кластерні сполуки Ренію(ІІІ) більш мультифункціональні ніж цисплатин завдяки більш скланій 
будові, тому слід очікувати  взаємодію з іще більшою кількістю біомолекул. Їхня взаємодія з ДНК може 
підсилювати накопичення цисплатину, втручатися у систему глутатіону, змінювати внутрішньоклітинний 
рівень АТФ чи маніпулювати іншими біохімічними процесами у раковій клітині, що разом веде до значного 
синергетичного ефекту обох сполук. 
       Комплекси диренію(ІІІ) завдяки антиоксидантним властивостям, виявили також антигемолітичну, 
гепато- та нефропротекторну дію. Ідея регуляції редокс потенціалу ракової клітини  з нашої точки зору є 
центральною. Ракові клітини здатні генерувати величезну кількість гідрогенпероксиду, який активізує їхню 
здатність до мутації і руйнування нормальних  тканин, сприяє росту клітин пухлини і їхньої агресії. Було 
підтверджено, що постійний оксидативний стрес у клітинах пухлини частково можна пояснити деякими 
важливими характеристиками раку, такими як активація прото-онкогенезу, генетичною нестабільністю, 
резестентністю до ліків і т.ін. Таким чином, результатом застосування таких антиоксидантів як комплексні 
сполуки диренію(ІІІ)може бути не тільки зменшення оксидативного стресу але й мати регуляторне 
значення. 

Представлені результати свідчать, що застосування нетоксичних кратнозв’язаних сполук диренію(ІІІ) є 
прогресивною ідеєю у розвитку нової антиракової терапії.  

   



 
 

 412

DESIGN AND WORK OF THE RHENIUM-PLATINUM ANTITUMOR SYSTEMS: USE OF NANOMATERIALS 
AND REDOX-ACTIVATING STRATEGY 

 
Shtemenko N.I. 1, Shtemenko A.V. 2 

 
1 Dnipropetrovs’k National University, Dnipropetrovs’k, Ukraine 

e-mail: n.shtemenko@i.ua 
2 Ukrainian State University of Chemical Technology, Dnipropetrovs’k, Ukraine 

 
Among known metal-based anticancer drugs and drug candidates dirhenium(III) compounds differ profoundly 

due to their strong antiradical and antioxidant properties stipulated by quadruple bond unsaturation and 
nontoxicity. Quadruple bond is a unique bond absent among natural molecules, its chemistry and biochemistry is 
arising to bring a lot of discoveries being developed. Quadruple Re–Re bond supports the lower valence state of 
the metal that may be important in ‘prodrug strategy’, i.e. entrapping by cancer cells the metal atom may change 
its valence state to be a good catalyst of the cellular processes crucial for survival. By design of dirhenium(III) 
compounds with ligands of high specific ability to bind to well-defined target in cancer cells we could operate more 
tolerant to other cells and to exploit both the redox regulation potential of the cluster fragment and its coordination 
ability as well. 

Encapsulation of cluster rhenium compounds to lipid coating was shown to have not only protective but 
activation significance for the quadruple Re–Re bond. These findings have their own significance for 
nanobiotechnology. Different approaches are used by us now to elaborate solid lipid nanoparticles, 
nanoliposomes with mixed composition inside that opens perspective to make control of drug release and to use 
nanobased combinational therapy. 

Antiradical and antioxidant properties of the dirhenium(III) compounds are of great interest as represent a new 
type of antioxidant activity. Really, antiradical and antioxidant activity of the known natural and synthetic 
substances is based on their ability to accept and delocalize an electron through the system of conjugated π-
bonds. Here we have shown the ability of quadruple bond with δ-component to scavenge an unpaired electron 
and to diminish oxidative stress. Investigated types of dirhenium(III) compounds showed different velocity of the 
reaction with radicals, thus we have a range of pharmacophores – antioxidant units in our hands with different 
antioxidant capacities which may be chosen according to requirements. 

Dirhenium(III) compounds have their own anticancer activity that is mainly conditioned by dirhenium cluster 
fragment but depends on the nature of the ligands; the synergistic effect in application of cisplatin and 
dirhenium(III) cluster compounds showed eliminated tumor growth and cancer cells with high efficiency; 
combination of two metal based compounds switched some additional signal transduction pathways crucial for 
cancer cells survival or death. Only some aspects of the mechanism of anticancer activity of the rhenium-platinum 
system are studied. 

Our understanding of neoplastic evolution considerably improved and led to revolution in drug development – 
a turn from toxic drugs to molecular targeting. Identifying multiple molecular targets for effective combinations of 
preventive agents is a major focus of contemporary chemoprevention or chemotherapeutic study. As cisplatin is a 
multifunctional molecule, it can bind to a lot of targets in the living cell. Dirhenium(III) compounds are more 
multifunctional than cisplatin due to their more complicated structure and more multitargeting should be expected. 
They interact with DNA, may enhance cisplatin accumulation, interfere with the glutathione system, change 
intracellular ATP-level or manipulate with other biochemical pathway(s) of the cancer cells that altogether led to 
mighty synergistic effect of both compounds. 
        Dirhenium(III) compounds as antioxidants behaved themselves as antihemolytics, hepato- and 
nephroprotectors.  Idea of regulation of redox potential in cancer cells is the central to our mind. Cancer cells can 
generate large amounts of hydrogen peroxide, which may contribute to their ability to mutate and damage normal 
tissues, and, moreover, facilitate tumor growth and invasion. It has been suggested that persistent oxidative 
stress in tumor cells could partly explain some important characteristics of cancer, such as activated proto-
oncogenes, genomic instability, drug resistance, etc. Thus, application of an antioxidant such as dirhenium(III) 
compounds can result not only in lowering of oxidative stress by distinguishing the extent of radical process, but 
may have regulatory functions. 

Overall, the above results strongly indicate that application of nontoxic dirhenium(III) compounds with 
quadruple bond is an emerging concept in the development of new anticancer therapeutics. 
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 Останнім часом наночастинки магнетиту привертають значну увагу як перспективні інструменти для 
доставки ліків, контрастування в магнітно-резонансній томографії, селективної/локальної гіпертермії при 
лікуванні онкологічних захворювань та маніпуляцій з агрегатами тромбоцитів у кровоносній системі. Однак 
використання синтезованих магнітних наночастинок обмежується можливими токсичними ефектами таких 
сполук. Проникність гемато-енцефалічного бар’єру для наночастинок магнетиту створює загрозу 
нейротоксичних ризиків при використанні синтезованих магнітних наночастинок. Метою роботи було 
оцінити можливий нейротоксичний вплив декількох видів наночастинок магнетиту покритих полімерами. 

В дослідженні було використано ряд синтезованих наночастинок магнетиту покритих різними 
полімерами для визначення їх нейротоксичного потенціалу. Спектрофлуориметричними методами з 
використанням потенціал-чутливого і рН-чутливого флуоресцентних зондів було оцінено потенціал 
плазматичної мембрани нервових закінчень і закислення їх синаптичних везикул. Також застосовуючи 
радіоізотопний аналіз (з використанням L-[14C] глутамату) було проаналізовано вплив синтезованих 
магнітних наночастинок на процеси транспорту основного нейромедіатору глутамату в нервових 
закінченнях. 

З використанням фотонної кореляційної спектроскопії було продемонстровано різний ступінь 
зв'язування синтезованих наночастинок магнетиту, покритих різними полімерами з нервовими 
закінченнями. Однак досліджувані наночастинки магнетиту покриті різними полімерами не впливали на 
потенціал плазматичної мембрани ізольованих нервових закінчень. Закислення синаптичних везикул 
нервових закінчень також не змінювалося в присутності досліджуваних наночастинок. Крім того, 
синтезовані наночастинки не впливали на процес накопичення глутамату в нервових закінченнях. 

На підставі експериментальних даних щодо впливу синтезованих наночастинок на основні показники 
функціонування нервових закінчень було зроблено висновок про відсутність значного нейротоксичного 
ефекту досліджуваних наночастинок і можливість їх подальшого створення на їх основі  перспективних 
інструментів для використання в нанонейротехнології для вибіркової доставки ліків при зовнішньому 
маніпулюванні магнітним полем і гіпертермії при терапії раку мозку. 
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Synthesized magnetic nanoparticles covered with certain types of polymers are a very perspective for usage 
in nanoneurotechnology. The aim of this work was to study interaction of polymer-covered nanoparticles of 
magnetite with brain nerve terminals and blood platelets as a potent selective tool for drug delivery, contrast agent 
in magnetic resonance imaging, selective/local hyperthermia enhancement therapy of brain cancer. 

Using photon correlation spectroscopy, binding of synthesized nanoparticles of magnetite covered with 
dextran, hydroxyethyl starch, oxidized hydroxyethyl starch, and chitosan with nerve terminals was demonstrated. 
We showed that polymer-covered nanoparticles did not influence the potential of the plasma membrane of nerve 
terminals. Acidification of synaptic vesicles of nerve terminals did not change in the presence of nanoparticles. 
Also, synthesized nanoparticles did not influence glutamate transport in nerve terminals. 

On the base of the experimental data, it was concluded that there were no significant neurotoxic effects of 
synthesized nanoparticles on the nerve terminals and certain types of covering polymers were selected for 
manipulation with externally applied magnetic field. It was concluded that synthetic nanoparticles of magnetite 
covered with definite polymer are a perspective instrument in nanoneurotechnology for selective drug delivery and 
for hyperthermia therapy of brain cancer by externally applied magnetic field.  
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Важное значение для биофармации и медицинской практики представляет изучение физико-

химического состояния активных веществ, обеспечивающих эффективность фармакотерапии. 
В последние годы большое внимание уделяется фармакологической активности, биодоступности 

различных кристаллических модификаций биологически активных веществ и лекарственных препаратов. 
Одним из актуальных направлений фармакотерапии бронхолегочных заболеваний является 

применение бронходилататоров из класса селективных β2-агонистов. 
На основе сальбутамола – селективного стимулятора β2-адренорецепторов бронхов нами 

синтезировано оригинальное производное в виде комплексно связанного аддукта сальбутамола с 
янтарной кислотой, являющейся естественным метаболитом организма, обеспечивающим энергетический 
обмен, улучшающим дыхание на клеточном ypовнe и исключающим побочные эффекты, связанные с 
метаболическим ацидозом. 

Проведенные сравнительные фармакокинетические исследования различных водорастворимых солей 
сальбутамола свидетельствуют о том, что сальбутамола гемисукцинат превосходит по биодоступности 
субстанцию сравнения – сальбутамола гемисульфат в 6–7 раз.  

По данным рентгеноструктурных исследований сальбутамола гемисукцинат представляет собой 
каркасную конформацию, склонную к образованию прочных сольватов с различными органическими 
растворителями. 

Были изучены 3 формы сальбутамола гемисукцината: из воды – I, сольватоморф с этанолом – III, 
десольватированная форма – II. Все три формы различаются по температуре плавления, растворимости в 
воде, ИК-спектрам. 

В эксперименте было показано, что фармакологическая эффективность сальбутамола гемисукцината в 
виде сольватоморфной модификации значительно уступает несольватированной форме [1]. 

С учетом этих специфических физико-химических свойств и фармакологических данных был 
разработан оптимальный метод синтеза сальбутамола гемисукцината с использованием таких 
растворителей, как апротонные ацетонитрил и ацетон, которые не образуют с сальбутамола 
гемисукцинатом сольватов. Разработанный метод синтеза позволяет получать высокочистый 
сальбутамола гемисукцинат практически с количественным выходом. 

Изучены и выделены полиморфные модификации новых биологически активных веществ в ряду 
аминоамидов арилпентанового ряда.  

В процессе создания оригинального антиаритмического лекарственного средства нибентан (1-фенил-5-
(N-диэтиламинопентил)-1-бензимида гидрохлорид) рентгеноструктурными исследованиями было 
установлено существование соединения в 2-х полиморфных модификациях. Установлено различие в 
морфологии кристаллов, сингонии, температуре плавления, растворимости, ИК-спектрах. Метастабильная 
гигроскопичная модификация была получена из алифатических спиртов. При кристаллизации из 
различных кетонов или при нагревании без растворителей метастабильная модификация переходит в 
стабильную модификацию. Для использования в качестве лекарственного вещества была выбрана 
стабильная не гигроскопичная модификация [2].  

В синтезе N-ацетил-L-глутаминовой кислоты показано влияние на выход и образование примесей и 
рацемизацию b-полиморфной модификации L-глутаминовой кислоты. Нами разработан способ 
ацилирования с применением a-полиморфной модификации L-глутаминовой кислоты, позволяющий 
получить оптически чистую N-ацетил-L-глутаминовую кислоту [2]. 
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Study of the physicochemical characteristics of the active ingredients providing efficiency of pharmacotherapy 
is very important for biopharmaceutics and medical practice.  

In recent years, much attention is paid to pharmacological activity and bioavailability of different crystal 
modifications of biologically active substances and medicinal products. 

One of the important directions in pharmacotherapy of chronic obstructive pulmonary disease is the use of 
bronchodilators - selective β2-adrenoceptor agonists. 

On the basis of the selective β2-adrenoceptor agonist salbutamol, we synthesized original derivative in the 
form of a complex bound adduct of salbutamol and succinic acid. Succinic acid is a natural metabolite of the body 
and provides an energy-yielding process, improves breathing at cellular level and eliminates the side effects 
associated with metabolic acidosis. 

Performed comparative pharmacokinetic studies of various water-soluble salbutamol salts showed that 
salbutamol hemisuccinate had 6-7-fold higher bioavailability compared to referent salbutamol hemisulfate. 

According to X-ray diffraction studies, salbutamol hemisuccinate has ‘wireframe’ conformation capable to form 
stable solvates with various organic solvents. 

We studied three forms of salbutamol hemisuccinate: I – from water, III – the solvatomorph with ethanol, II – 
the desovated form. All three forms differ in melting point, solubility in water, IR spectra. 

It was shown in the experiment that pharmacological efficiency of salbutamol hemisuccinate in the 
solvatomorph form is significantly inferior the non-solvated form [1]. 

Taking into account these specific physical and chemical properties and pharmacological data, the optimal 
method for the synthesis of salbutamol hemisuccinate was developed. By this way we use such solvents as 
aprotic acetonitrile and acetone which don't form solvates with salbutamol hemisuccinate. The developed 
synthesis produces high-pure salbutamol hemisuccinate practically with a quantitative yield. 

Polymorphic modifications of new biologically active substances – aminoamides of arylpentanes -  were 
isolated and studied. 

X-ray diffraction studies during the development of the original anti-arrhythmic medicine nibentan (1-phenyl-5-
(N-diethylaminopentyl)-1-benzimide hydrochloride) showed that nibentan had polymorphic modifications with 
different morphology of crystals, crystal system, melting point, solubility, IR spectra. Hygroscopic metastable 
modification was obtained from aliphatic alcohols. The metastable modification transforms to a stable modification 
by crystallization from various ketones or by heating without solvents. The stable non-hygroscopic modification 
was chosen as pharmaceutical substance [2]. 

The synthesis of N-acetyl-L-glutamic acid showed the influence of  b-polymorph of L-glutamic acid on the yield 
and the formation of impurities and racemization. We have developed a method of acylation using a-polymorph of 
L-glutamic acid which allowed to obtain optically pure N-acetyl-L-glutamic acid. [2] 
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Безпосередній моніторинг нейротрансмітерів у живих організмах, попри численні дослідження, 
проведені протягом двох останніх десятиріч [1, 2], все ще не втрачає своєї актуальності. Розмаїття 
нейротрансмітерів у нейроновій сітці мозку поряд з малою концентрацією, за якої вони виділяються у 
міжклітинному проміжку, становлять серйозну технічну перешкоду, коли йдеться про їхнє визначення. 
Нейротрансмітери виділяються у специфічних місцях по-різному у відповідності до поведінкових ситуацій, 
в яких опиняються тварини (зміна стану від сну до пробудження, увага, стрес і т. ін.) [3]. Наприклад, 
великий інтерес представляють in vivo дослідження рівнів нейротрансмітеру - ацетилхоліну за таких 
важких патологій як хвороби Альцгеймера та Паркінсона, епілепсія і т. ін., коли спостерігаються збої у 
роботі механізму міжсинаптичної передачі сигналів за участю ацетилхоліну [4]. 

З технологічної точки зору, дотепер розроблено велику кількість методів визначення нейротрансмітерів 
та метаболітів наприклад, біохімічний аналіз із застосуванням радіоактивних міток [5], хроматографічний 
аналіз (HPLC) [6], мікродіаліз з електрохімічним визначенням [7]  тa ін. Проте, цим методам притаманні 
недоліки, основні з них: довготривалість аналізу, низька розподільча здатність при in vivo дослідженнях і 
відносна складність необхідного технічного супутнього обладнання. Альтернативою для подолання цих 
недоліків вбачається в застосування імплантованих до організму мікробіосенсорів.  

На даний момент в нашій лабораторії розроблено амперметричні мікробіосенсори на основі різних 
ферментних систем для визначення ацетилхоліну, глютамату та АТФ. Основні робочі характеристики 
розроблених мікробіосесорів приведено в таблиці. Усі пропоновані біосенсорні системи виявились високо 
селективними до основного субстрату та характеризувались гарною відтворюваністю сигналів і 
операційною стабільністю.  Один з мікробіосенсорів було успішно використано  для моніторингу секреції 
глутамату культурами клітин астроцитів. Інший біосенсор було протестовано при аналізі АТФ у 
фармацевтичних препаратах. Усі створені мікробіосенсори адаптовані для роботи з біологічними рідинами. 
 
Ферментна система Перетворювач Субстрат Лінійний діапазон 

роботи, мM 
Границя 
визначення, мкМ

Холіноксидаза+ 
ацетилхолінестераза 

Електрод на основі корбонового 
волокна + осмієвий гідрогель 

Ацетил-
холін 

0,01 – 0,5  5  

Глютаматоксидаза+ 
суміш нафіону з
поліуретаном 

Електрод на основі корбонового
волокна + металізація рутенієм +
полі-м-фенілендіамін 

L-
глютамат

0,002 – 0,1 1 

Гексокіназа+ 
глюкозооксидаза 

Платиновий дисковий електрод +
полі-м-фенілендіамін 

ATФ та 
глюкоза 

0,01 – 2,5 5 

Оксидаза Д-
амінокислот 

Платиновий дисковий електрод +
полі-м-фенілендіамін 

D-серин 0,0001–0,05 0,1 
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Direct monitoring of neurotransmitters in vivo still remains an actual problem, despite numerous studies 
conducted over the last two decades [1, 2]. A variety of neurotransmitters in the brain neural grid along with low 
concentrations at which they appear in the intercellular gap is a serious technical obstacle when it comes to their 
definition. Neurotransmitters are allocated differently in specific places according to behavioural situations 
(change in the state from sleep to waking, attention, stress, etc.) [3]. For example, a great interest attract the in 
vivo studies on levels of the neurotransmitter acetylcholine in severe pathologies, such as Alzheimer's and 
Parkinson's, epilepsy, etc. when there are disruptions of the mechanism of intersynaptic acetylcholine-induced 
signal transfer [4]. 

To date, numerous methods for determination of neurotransmitters and metabolites are known, such as 
biochemical analysis using radioactive labels [5], chromatography (HPLC) [6], microdialysis with electrochemical 
detection [7], et al. However, these methods have some disadvantages – time-consuming procedure, low 
anatomic resolution for in vivo studies, complexity of the technologically required auxiliary equipment. A 
reasonable alternative to overcome these shortcomings seems to be the use of microbiosensors.  

Currently, a number of amperometric microbiosensors based on various enzyme systems are developed in 
our laboratory for determination of acetylcholine, glutamate and ATP. The main working characteristics of the 
microbiosensors developed are given in the table. All proposed biosensor systems were proved to be highly 
selective to the target substrate and were characterized by good signal reproducibility and operational stability. 
One of the microbiosensors has been successfully used to monitor the glutamate secretion of astrocytes cell 
cultures, another was tested for the ATP analysis in pharmaceutical preparations. All the proposed 
microbiosensors were adapted for the analysis of biological fluids. 

 
Enzyme system Transducer Analyte Linear working 

range, mM 
Limit of 

determination, mM
Choline oxidase 

coimmobilized with acetyl 
cholinesterase 

Microelectrode based on carbon fiber 
+ osmium hydrogel 

Acetylcholine 
and choline

0.01 - 0.5 5 

Glutamate oxidase + 
mixture nafion with 

polyurethane 

Microelectrode based on carbon fiber 
+ ruthenium metallization + poly(m-

phenylenediamine)

L-glutamate 0.002 - 0.1 1 

Hexokinase coimmobilized
with glucose oxidase 

Platinum disk microelectrode + 
poly(m-phenylenediamine) 

ATP and 
glucose 

0.01 - 2.5 5 

Oxidase of D-AA Platinum disk microelectrode +
poly(m-phenylenediamine) 

D-serine 0,0001–0,05 0,1 
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Основними ізофлавонами сої є геністеїн і даідзеїн, та їхні глюкозиди, геністин і даідзин, група 
природних гетероциклічних сполук фенольної природи, які мають естрогенні, антифунгіцидні, 
антипухлинні й антимутагенні властивості [1]. Зазначається, що соєвий білок, у порівнянні з білками 
тваринного походження, може значно зменшити концентрацію загального холестерину у сироватці крові, 
ліпопротеїнів низької щільності, холестерину і тригліцеридів [2].  

Накопичення ізофлавонів в зерні сої залежить від генетичних особливостей сорту та умов 
вирощування.  

Одним із шляхів підвищення вмісту біологічно активних речовин у насінні сої може бути використання 
наночасток елементів металів як екологічно безпечних мікродобрив. Для з’ясування специфіки впливу 
наночасток металів на вміст речовин фенольної природи у насінні сої була проведена серія польових 
досліджень у грунтово-кліматичних умовах лісостепу України. В роботі використовувались наночастки 
елементів металів Ag, Cu, Fe, Zn, Mn,Mn, Co, отриманих електроіскровим методом [3]. 

Аналіз проведених досліджень показав, що у варіантах з використанням нанопрепаратів на основі 
молібдену, марганцю, міді та заліза спостерігалось достовірне підвищення загального вмісту поліфенолів. 
У варіантах з використанням наномолібдену та наноцинку достовірно підвищувався вміст танінів у 
зернівках сої . Слід відмітити, що сумарний вміст лейкоантоціанів достовірно збільшувався у всіх варіантах 
з використанням нанопрепаратів. Результати аналізів вмісту ізофлавонів у зерні сої показали, що у 
варіантах з обробкою рослин розчинами нанопрепаратів на основі срібла, молібдену, марганцю та заліза 
спостерігались достовірні зміни кількісного складу. Так їхній вміст, відносно контролю, збільшився у 
середньому на 30%. 

Отже, отримані дані засвідчують, що передпосівна обробка насіння сої неіонним колоїдним розчином 
наночасток елементів металів дозволяє регулювати накопичення певних груп біологічно активних речовин 
фенольної природи. 
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The major soy isoflavones are genistein and daidzein and their glucosides, genistin  and  daidzin, a group of 
natural phenolic heterocyclic compounds having estrogenic, fungicidal, antitumor and antimutagenic  
properties [1]. It is reported that soy protein compared to animal protein can significantly reduce the concentration 
of total cholesterol in serum low density lipoproteins, cholesterol and triglycerides [2].  

Accumulation of isoflavones in soybean depends on the genetic characteristics of the variety and growing 
conditions. One way to improve the content of biologically active substances in soybean seeds may be to use 
elements of metal nanoparticles as environmentally friendly microfertilisers. To determine the specific effects of 
metal nanoparticles on phenolic substance content in soybean seeds a set of field studies in soil and climatic 
conditions of the forest-steppe of Ukraine was performed.  

The metal nanoparticles of Ag, Cu, Fe, Zn, Mn, Mn, Co got by spark method was used in investigation [3]. 
Analysis of the data obtained showed that variants using nanopreparations based on molybdenum, manganese, 
copper and iron a significant increase of the total polyphenol content took place. Nanomolibden  and nanozinc 
increased significantly tannin content in soybean grains. It should be noted that the total leykoantocianin content  
increased significantly in all variants with nanopreparations using. 

The results of soybean isoflavone content analysis showed that treating of plant with nanopreparation 
solutions based on silver, molybdenum, manganese and iron induced reliable it accumulation. So, their content, 
relative to control, increased on average by 30%. Thus, the data indicate that pre-sowing treatment of soybean 
seeds non-ionic colloidal solutions of metal nanoparticles regulate the accumulation of certain groups of 
biologically active phenolic substances. 
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Серед існуючих методів отримання НЧ, слід виділити метод об’ємного диспергування у рідині, що 
дозволяє отримувати НЧ біогенних металів, які мають, нові властивості, більш ефективно і безпечно 
сприймаються рослинами в якості мікродобрив. [1]. 

При розробці препаратів, які направлені на збільшення урожайності сільськогосподарських рослин, 
потрібно встановити їх вплив на підвищення стійкості до природних фітопатогенів, за яку відповідає їх 
антиоксидантна система. Надзвичайна реакційна здатність НЧ та їх мембранотропність дозволяє зробити 
припущення про можливість впливу металевих наночастинок (НЧ) на активацію захисних реакцій рослин, 
шляхом накопичення ферментів системи антиоксидантного захисту. 

Метою даних досліджень було вивчити вплив широкого діапазону концентрацій ПНМ на активність 
ферментів антиоксидантного захисту рослини та грибів-фітопатогенів. 

Об’єктом дослідження була тест-культура крес-салату (Lepidium sativum) та два фітопатогенних гриба 
Botrytis cinerea і Alternaria brassicicola. У дослідженні застосовували нанорозчини (НР) металів: Fe, Zn, Cu 
відповідних концентрацій: 10-3 (10-4), 10-6, 10-8, 10-10М металу у водному розчині [2]. 

Виявленні суттєві відмінності щодо впливу ПНМ на каталазну активність крес-салату та досліджених 
фітопатогенних грибів. Так найбільший вплив на каталазну активність крес-салату мав розчин Zn - 
активація при всіх досліджених концетраціях, Cu в концентраціях – 10-3, 10-6 та 10-10М і Fe при – 10-6, 10-

10М, а при інших досліджених  концентраціях ПНМ істотного впливу на активність каталази не виявлено. 
Стосовно грибів-фітопатогенів, то результати були наступні: інгібування каталазної активності із 
застосуванням препарату Cu та Zn у концентрації 10-10М, та незначна активація при 10-3 і 10-6М. При дії 
досліджених препаратів на пероксидазну активності спостерігали найбільше підвищення активності  
ферменту крес-салату  за концентрації розчину Fe при – 10-6  М,  Zn та Cu – 10-8М  і 10-10М. У 
фітопатогенних грибів препарати Cu та  Fe призводили до пригнічення пероксидазної активністі при всіх 
досліджених концентраціях. За дії Zn також спостерігали пригнічення при всіх досліджених концентраціях 
за виключенням 10-8М, за якої виявлено активізацію його активності. При всіх  використаних концентраціях 
ПНМ спостерігали підвищення активності супероксиддисмутази у рослин та її пригнічення у досліджених 
фітопатогенних грибів.  Таким чином, встановлено діапазон концентрацій, у яких досліджені ПНМ 
одночасно підвищують активність ферментів антиоксидантного захисту рослин та пригнічують їх активність 
у фітопатогенних грибів,  що робить їх перспективними при потенціальному застосуванні як препаратів, що 
підвищують стійкість рослин до природних фітопатогенів. 
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There is among methods witch are using today, method of volume dispersing in liquid, which yields low 
nutrient metals that possess new properties more effectively and safely, treated plants as fertilizers. [1]. 

In period creating materials which increasing the productivity of crops, are necessary studying their impact on 
increased resistance to natural pathogens, explore their antioxidant system. The extreme reactivity of NP and 
their membranotropic suggesting a possible influence of metal nanoparticles (NP) on the activation of protective 
reactions of plants, by the accumulation of enzymes of antioxidant protection. 

The aim of these researches was to examine the impact of a wide range of concentrations PNM on antioxidant 
enzyme activity of plants and fungi pathogens. 

The object of the study was test culture watercress salad (Lepidium sativum) and two phytopathogenic fungus 
Botrytis cinerea and Alternaria brassicicola. In research used nanorozchyny (NC) metals: Fe, Zn, Cu and 
concentration: 10-3 (10-4), 10-6, 10-8, 10-10M metal in aqueous solution [2]. 

Detecting significant differences regarding the impact on PNM catalase activity watercress salad and studied 
phytopathogenic fungi. The biggest impact on catalase activity watercress salad had a solution Zn - activation in 
all studied kontsetrations, Cu in concentrations – 10-3, 10-6 and 10-10M and Fe at – 10-6, 10-10M, while other 
studied PNM concentrations significantly affect the activity of catalase were not found. At phytopathogenic fungi, 
the results were as follows: inhibition katalase activity using the materials Cu and Zn in concentration the 10-10M, 
and a small activation in 10-3 and 10-6M. The action of the research materials on peroxidase activity observed the 
greatest increase in enzyme activity watercress salad at concentrations of the Fe at – 10-6 M, Zn and Cu - 10-8M 
and 10-M. In phypathogenic fungi materials Cu and Fe resulted in inhibition of peroxidase activity in all 
investigated concentrations. For action Zn also observed inhibition at all concentrations studied except 10-8M in 
which revealed activation of its activity. At all concentrations used PNM observed increased activity of superoxide 
dismutase in plants and its inhibition in the studied pathogenic fungi. Thus, the range of concentrations found in 
which PNM investigated simultaneously increase the activity of antioxidant enzymes of plants and inhibit their 
activity in pathogenic fungi, making them promising with the potential application as drugs that increase the 
resistance of plants to natural pathogens. 
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Нанокомпозити, що містять кобальт та цинк (Co-NСs, Zn-NСs) належать до найбільш поширених метал-
вмісних нанокомпозитів (NCs). Їх потенційна біологічна дія можу бути спричинена як власне Me-NC, так і 
вивільненими металами, або неметалічною складовою (полімерна субстанція PS у нашому випадку) 
внаслідок розпаду NC. Головною метою дослідження було з’ясувати здатність до розпаду синтезованих 
Со- та  Zn-NC у біоіндикаторному тваринному організмі. У якості модельного організму було обрано жабу 
Rana ridibunda. Головна увага приділялась внутрішньоклітинним білкам металотіонеїнам (МТ), які 
характеризуються високим вмістом цистеїну та відомі як потенційні молекулярні мішені для металів, а 
також знешкоджувачі активних форм кисню,  

Самців жаб Rana ridibunda піддавали інкубації у розчинах йонів Co2+ (50 мкг/л), Zn2+ (100 мкг/л), 
відповідних концентрацій (за металами) Co-NM та Zn-NM або PS (похідне N-вінілпіролідону) протягом 14 
діб. МТ виділяли шляхом гель-розподільчої хроматографії на Сефадексі G-50 та ідентифікували 
електрофоретично. Визначали концентрацію МТ-зв’язаних металів (MT-Me), тіолів (MT-SH) та 
конститутивної форми MT (імунометодом ELISA, (MTi)). Оцінювали показники оксидативного стресу (за 
редокс-індексом глутатіону (співвідношення концентрацій GSH/GSSG) та утворенням оксирадикалів (OR), 
а також ступінь ушкодження ДНК, активність апоптозу (каспази-3), та системи біотрансформації у печінці.  

N

C H 2 C H[ ]
n

O

C H 2 C H[ ]
m

C C

H 3 C C C H 3

O : O

H 3 C C C H 3

C H 3

C H 2 C[ ]
l

C O

O

C H 2

C H 2

N
C H 3H 3 C

M e 2 +

N V P V E P D M A E M C H 3

. .

 А  В 

С  D
Рис.1. Схематична структура метал (Me2+: Co2+- та Zn2+)-вмісного нанорозмірного полімерного комплексу N-
вінілпіролідону (А); концентрація металотіонеїну (МТі) (B), GSSG (C) та активність каспази-3 (D) у печінці жаб за умов 
експозиції; однакові букви відображають значення біомаркерів, які не відрізняються вірогідно (P > 0.05), M±SD, n=8. 

Нещодавно ми спостерігали чітку відмінність між впливом вільних йонів Co, Co-NC та його полімерної 
складової PS на двостулкового молюска (1). Проте у жаби порівняння дії вільних йонів Co та Zn та 
відповідних NC-ів свідчить про ймовірність вивільнення цих йонів з NC, оскільки кожний Me-NC 
демонстрував подібну дію із відповідним металом. Причому, залежно від природи металу, реалізувались 
різні відповіді. Ця закономірність найбільш чітко була відображена за рівнем MTi та GSSG. Одночасне 
визначення MT-Me та MT-SH виявило протилежні спрямування реакцій МТ на дію редокс-активного Co та 
редокс-стабільного Zn. Разом з тим, було відзначено низку спільних проявів. Так, Со, Со-NM, Zn-NM та PS 
викликали збільшення рівня MT-SH (до десяти разів). Рівень OR та GSH зменшувались у кожній групі. Всі 
чинники викликали зменшення активності каспази-3. Система мікросомального окиснення (CYP P450-
залежна) та глутатіонтрансфераза зазнавали меншого впливу. Отже, найбільш помітними рисами 
трансформації Me-NCs в організмі жаби був їх розклад за участю МТ та оксидативний стрес. Активність 
зв’язування і видалення металів з МТ можна розцінювати як коректний молекулярний інструмент для 
оцінки впливу Me-NC-ів у хребетних тварин. Відзначений анти-апоптичний ефект Me-NC може бути 
покладено у основу нових біомедичних застосувань цих NC-тів.  

Роботу виконано за підтримки НАН України у рамках науково-дослідної роботи № 34-11 та, частково, завдяки 
підтримці Західно-Українського БіоМедичного Дослідницького Центру.  
Література: 
1. H. Falfushynska, L. Gnatyshyna, O. Stoliar, N. Mitina, T. Skorokhoda, Y. Filyak, A. Zaichenko, R. Stoika. // Evaluation of 

biotargeting and ecotoxicity of Co2+-containing nanoscale polymeric complex by applying multi-marker approach in bivalve 
mollusk Anodonta cygnea – Chemosphere, 2012, v. 88, p. 925-936.   
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Cobalt and Zinc containing nanocomposites (Co-NCs, Zn-NCs) belong to most applied metal-contained 
nanocomposites (NCs). Their potential biological effects can be caused by the Me-NC per se, released metal or 
the non-metalic constituent (polymeric substance, PS, in our case) appearing during the NC breakdown. A key 
goal of this study was to elucidate the ability of the decomposition of developed Co- and Zn-NCs in the model 
animal organism. The frog Rana ridibunda was selected as a bioindicative organism for this purpose. Since 
metallothioneins (MTs), cysteine-rich intracellular proteins, are potential molecular target for metal and oxyradical 
scavenger, main attention was paid their characteristics. Male specimens of frog Rana ridibunda were loaded by 
waterborne Co2+ (50 µg/L), Zn 2+ (100 µg/L), correspondent concentrations of Co-NM and Zn-NM or PS (derivative 
on N-vinylpirolidone) during 14 days. MTs were separated by size-exclusive (Sephadex G-50) chromatography 
and identified by electrophoresis. Concentrations of MT-related metals (MT-Me), thiols (MT-SH) and constitutive 
MT form (from immunoassay ELISA, (MTi)) were determined. Oxidative stress response (from redox index of 
glutathione (ratio of the concentrations GSH/GSSG) and oxyradical (OR) formation), DNA strand breaks, 
apoptotic (caspase-3) and biotransformation system activities in the liver were analyzed.  
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Fig. 1. Schematic structure of metal (Me2+: Co2+- and Zn2+)-containing nanoscaled polymeric complex of the derivative on N-
vinylpirolidone (A); metallothionein (MTi) (B) and GSSG levels (C), caspase-3 activity (D) in the liver of loaded frogs; the same 
letters indicate the values of biomarkers that do not differ significantly (P > 0.05). (M±SD, n=8).  

Recently clear difference between the effects of free Co ions, Co-NC and its PS constituent was detected in 
the bivalve mollusk (1). However, in frog, comparison of the effects of free Co and Zn ions and their NCs proved 
possible release of these ions from the NC, whereas each Me-NC demonstrated common effects with 
correspondent metal. Different responses due to the metal nature were realized. The levels of MTi and GSSG 
demonstrated most clear this regularity. A simultaneous measuring of the MT-Me and MT-SH revealed opposite 
directions of the MTs responses to the redox-active Co and the redox-stable Zn. Nevertheless, some common 
effects were detected. The Со, Со-NM, Zn-NM and PS caused elevation of MT-SH (up to ten times). OR 
formation and GSH concentration were decreased in each group. All exposures caused the decrease of caspase-
3 activity. The system of microsomal oxidation (CYP P450-dependent) and glutathione transferase were targeted 
lesser. Hence, the decomposition with the participation of MTs and oxidative-stress particular responses were 
most prominent features of Me-NCs transformation in frog. The MTs’ metal-binding/releasing activity is a 
convnient molecular instrument for measuring the effect of the Me-NCs. The detected anti-apoptotic effect of Me-
NC could be used in new applications of these NCs in the biomedical field.  

This work has been granted by the National Academy of Science of Ukraine (Project #34-11) and, partially, by West-
Ukrainian BioMedical Research Center.  
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biotargeting and ecotoxicity of Co2+-containing nanoscale polymeric complex by applying multi-marker approach in bivalve 
mollusk Anodonta cygnea – Chemosphere, 2012, v. 88, p. 925-936.   



 
 

 425

ПРИМЕНЕНИЕ КОМПОЗИТА ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ОГНЕСТРЕЛЬНЫХ РАН В КЛИНИЧЕСКОЙ И 
ВЕТЕРИНАРНОЙ ПРАКТИКЕ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ РАН РАЗЛИЧНОГО ГЕНЕЗА 

 

Варфоломеев В.Н.,1 Гельфонд М.Л.,2 Попов П.Б.,3 Гришин И.В.4 
 

1 ФГБУ Институт проблем химической физики РАН, Черноголовка 
2 ФГУНИИ онкологии им. Н.Н.Петрова, Санкт-Петербург 

 3 ООО «ОНКОМЕД», г. Краснодар, 4-Ветеринарный центр, Москва 
e-mail: varfol@icp.ac.ru 

 

Проблема лечения пострадавших с огнестрельными ранениями приобрела актуальность за последние 
10-15 лет в связи с продолжающимися военными конфликтами, терактами, увеличением количества 
криминальных преступлений.  

Огнестрельная рана - это уникальный патологический феномен, отличительным признаком которого 
является отсроченное во времени посттравматическое образование обширной области вторичного 
некроза. Почти сто лет патогенетические механизмы этого явления на молекулярном уровне оставались 
малоизученными. В последние два десятилетия прошлого века были выполнены основополагающие 
работы по изучению механохимических механизмов биотрансформации кинетической энергии 
высокоскоростных ранящих снарядов. Эти механизмы включают элементарные механохимические 
реакции в конденсированных средах, при которых скорость разрыва химических связей с образованием 
свободных радикалов возрастает при увеличении приложенной внешней нагрузки. Доказанно неизвестное 
ранее явление возникновения и развития при огнестрельных ранениях вторичных деструктивных 
изменений в мягких тканях, обусловленных механохимическим образованием свободных радикалов.  

Существующие лечебные мероприятия, включая хирургическую обработку раны, а также 
использование асептических тампонов, повязок или пленок с различными антибактериальными 
средствами, не оказывают существенного влияния на свободно радикальный механизм образования 
вторичного некроза. При введении в рану непосредственно после ранения соединений, способных 
связывать и инактивировать возникающие высокоактивные свободные радикалы, происходит торможение 
свободнорадикальных процессов повреждения биологических мембран клеток и субклеточных структур. 

Значительные достижени в области разработки лекарственных препаратов для коррекции нарушений 
иммунной системы обусловлены открытием нового класса биологически активных соединений — 
регуляторных пептидов. Регуляторные пептиды воздействуют практически на все физиологические 
функции организма. Регуляторные пептиды обладают способностью стимулировать пролиферативную и 
функциональную активность основных клеточных элементов тканевой культуры, снижать уровень 
спонтанной гибели клеток, усиливать регенераторно-адаптационные процессы в пролиферирующих и 
дифференцирующихся клетках. 

На основании открытия свободнорадикальных механизмов возникновения и развития  огнестрельных 
ран и раневой болезни разработан универсальный композит местного применения на основе 
биоантиоксиданта и природных регуляторных пептидов. Он обладает выраженным антиоксидантным 
действием, направленным на подавление развития вторичного некроза, снижение степени  осложнений и 
ускорение заживления ран. 

Иммуномодулирующая составляющая обеспечивает активизацию местного клеточного иммунитета и 
стимулирует внутриклеточные биосинтетические процессы и эндогенные факторы роста, что способствует 
исключению микробного обсеменения, снижением риска развития гнойных осложнений и ускорением 
заживления раны.   

Показано, что использование местного перевязочного композита  приводит к заживление  
огнестрельных ранений мягких тканей без проведения первичной хирургической обработки и без 
использования антибактериальных препаратов. 

Таким образом, в ходе проведенного предклинического изучения ранозаживляющего действия гель-
композита доказано выраженное ускорение репарации мягких тканей, а также профилактическое действие 
на процесс развития гнойных осложнений, следствием чего является сокращение времени заживления 
огнестрельной раны. 

Созданный гель-композит обладает высокой эффективностью при лечении тяжелых ран, осложненных 
огнестрельными костными переломами. При этом уже через две недели отмечается стимулирование 
репарации надкостницы с проявлениями остеосинтеза поврежденной кости. Одновременно с этим 
происходит  полное отграничение гнойно-некротической массы от жизнеспособных тканей плотной 
соединительнотканной стенкой.  

По вышеуказанным причинам гель-композит рекомендуется как для  ускоренного заживления 
огнестрельных ран мягких тканей, так и для консервации огнестрельных переломов на ранних этапах 
медицинской эвакуации раненых. Широта терапевтического действия композита позволяет помимо его 
применения  в военно-полевой хирургии (лечение огнестрельных ран), использовать композит для лечения 
ожогов, обморожений, порезов, а также трофических язв и гнойно-септических осложнений 
послеоперационных ран.  

Показано, что использование композита при лечении тяжелых гнойно-септических процессов, в частности 
после некроза кожных лоскутов и подкожной клетчатки после операции Дюкена, а также пролежней у 
больных, находящихся на длительной ИВЛ в отделении реанимации  отмечено быстрое очищение раны, 
развитие грануляций и заживление раны вторичным натяжением с образованием нежного рубца.  
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The problem of treatment of patients with gunshot wounds gained importance over the last 10-15 years due to 
the ongoing military conflicts, acts of terrorism, increase in the number of criminal offenses. Terrorist attacks using 
explosive devices, as well as man-made explosions and catastrophes are often dumped high shell fragments or 
splinters of broken glass, other damaging fragments, causing multiple injuries, comparable to the gunshot. 

Bullet wound - is a unique pathological phenomenon, the hallmark of which is delayed in time post-traumatic 
formation of extensive areas of secondary necrosis.Almost a hundred years pathogenetic mechanisms of this 
phenomenon at the molecular level remain poorly understood. Only in the last two decades of the last century by 
attracting achievements and methods of the exact sciences, especially chemical and biochemical physics were 
performed pioneering work in the study of mechano-chemical mechanisms of biotransformation of high kinetic 
energy projectiles injuring. 

These mechanisms include elementary mechanochemical reactions in condensed matter, that the rate of 
chemical bond with the formation of free radicals increases with the applied external load. 

E ksperimentalno proven phenomenon previously unknown th e origin and development in gunshot wounds 
secondary destructive changes in the soft tissues caused by mechanochemical formation of free radicals. 

Existing medical therapies, including debridement, and the use of aseptic swabs bandages or films with 
various antibacterial agents have no significant effect on the free radical mechanism of secondary necrosis, which 
determines the therapeutic effect of the treatment bioantioxidants gunshot wounds. 

When introduced into the wound immediately after injury compounds able to bind and inactivate the resulting 
high-level free radicals, the inhibition of free radical damage to the processes of biological membranes of cells 
and subcellular structures. In turn, inhibition of intracellular processes of secondary damage to cellular organelles 
prevents secondary destructive changes, preserves the viability and functional activity of the muscle tissue 
around the wound channel and, consequently, accelerated healing of gunshot wounds. 

Significant advances in the development of drugs for the correction of the immune system caused by the 
discovery of a new class of biologically active compounds - regulatory peptides. Regulatory peptides affect almost 
all physiological functions. Regulatory peptides have the ability to stimulate the proliferation and functional activity 
of key cellular components of tissue culture, to reduce the level of spontaneous cell death, enhance regenerative-
adaptive processes in proliferating and differentiating cells. 

On the basis of the discovery of free radical mechanisms, and development of gunshot wounds and wound 
disease developed universal composite applications based on local and natural bioantioxidants regulatory 
peptides. He has a strong antioxidant effect of suppressing the development of secondary necrosis, reducing the 
complications and accelerate wound healing. 

Found that the antioxidant component of drug inhibits free radical reactions membrane disease at the 
molecular level, preventing the development of secondary necrosis induced by gunshot wounding rounds. 

Immunomodulatory component activates the local cellular immunity and stimulates intracellular biosynthesis 
and endogenous growth factors, thereby eliminating microbial contamination, reducing the risk of septic 
complications and accelerated wound healing. 

It is shown that the use of local composite dressing leads to healing of gunshot wounds of soft tissue without 
primary surgical treatment without the use of antibiotics. 

Thus, during the preclinical study of the wound-healing gel composite shown marked acceleration of soft 
tissue repair and preventive effect on the development of suppurative complications, resulting in a reduction in 
healing time of gunshot wounds. 

Created composite gel is highly effective in the treatment of serious wounds, gunshot complicated bone 
fractures. At the same time in two weeks marked stimulation of the periosteum to repair damaged bone 
manifestations of osteosynthesis. At the same time, a complete demarcation of necrotic masses of dense 
connective tissue viability wall. 

For the foregoing reasons, the composite gel is recommended for accelerated healing of gunshot wounds of 
soft tissue, and for the conservation of gunshot fractures in the early stages of medical evacuation of the 
wounded. 

Latitude Therapeutic composite makes the addition of its use in military surgery (treatment of gunshot 
wounds), use the composite for the treatment of burns, frostbite, cuts, and trophic ulcers and septic complications 
of surgical wounds. 

So it is shown that the use of composite in treatment of severe septic processes, particularly after necrosis of 
skin and subcutaneous tissue flaps after surgery Dyukena and ulcers in patients who are on long-term 
mechanical ventilation in the intensive care unit noted rapid wound cleaning, the development of granulation and 
wound healing secondary intention to form a tender scar. Process of readjustment   and healing   purulent 
wounds significantly accelerated when combined with photodynamic therapy composite (using 1% gel 
Photoditazin) or radiation wounds after making it a composite laser with a wavelength of 662nm in the therapeutic 
dose range of light.  
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Исследования специфической роли углеводсодержащих биополимеров являются в настоящее время 

одной из «горячих точек» современной биотехнологии и родственных научных дисциплин, объединенных 
в настоящее время под общим названием «науки о жизни» или «живые системы».  Особо следует 
отметить такой природный полисахарид как хитин и его производное- хитозан. За последние 10-15 лет 
исследования хитина и хитозана стали отдельной отраслью науки, называемой «хитинологией». Важной 
особенностью этих биополимеров является практически неограниченные возможности направленной 
химической и ферментативной модификации, что позволяет получать структуры любого молекулярного 
веса от 1 000 000 Да вплоть до Д-глюкозоамина  (путем гидролиза химического или ферментативного), с 
самыми разнообразными группами и заместителями. И, наконец, путем определенных физико-химических 
воздействий существует возможность получения стабильных наночастиц ( 10-100 нм)  с дзэта 
потенциалом от +30 до -30 мВ . Следует подчеркнуть выраженную способность хитозана образовывать 
комплексы и композиты с другими полисахаридами, белками, нуклеиновыми кислотами, меланинами. Это 
позволяет создавать полиэлектролитные комплексы и композиты для адресной доставки лекарств, для 
переноса генетической информации, для удаления аллергенов из молочной сыворотки, для получения 
БАДов с экстрактами лекарственных растений. Особо следует отметить возможность создания 
эффективных раневых покрытий и  медицинских имплантов. 

 
Работа выполнена при финансовой поддержке грантов РФФИ №№12-04-97039 и 11-03-98803 и Государственного 

контракта № 12.527.11.0008 (2012). 
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Studies of the specific role of carbohydrate-containing biopolymers are now one of the "hot spots" of modern 
biotechnology and related disciplines, combined under the name of «Life sciences" or "Living systems". Especially 
it has been noted a natural polysaccharide Chitin and its derivative - Chitosan. Over the past 10-15 years, studies 
of Chitin and Chitosan became a separate branch of science called "Chitinology." An important properties of 
these biopolymers is practically unlimited potential for targeted chemical and enzymatic modification, which allows 
to obtain substances of a variety molecular weight from 1 000 000 Da up to D-Glucosamine (by chemical or 
enzymatic hydrolysis), and with a variety of groups and substituents. Finally, through certain physical and 
chemical impacts it is possible to obtain stable nanoparticles (10-100 nm) with a zeta potential between +30 and -
30 mV. It should be emphasized an ability of Chitosan to form complexes and composites with other 
polysaccharides, proteins, nucleic acids, melanins. These allows to obtain different polyelectrolyte complexes and 
composites for targeting drug delivery, for transfer of genetic information, for removing of allergens from milk 
whey, for receiving dietary supplements with medicinal plants extracts. Of particular note is the opportunity of 
creation of effective biologic wound coverings and medical implants. 
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Хитозан это природный поликатионный полисахарид, обладающий целым рядом преимуществ перед 
синтетическими полимерами, а именно: низкой токсичностью, биосовместимостью, биодеградируемостью.  
Благодаря этим свойствам хитозан его производные  находят широкое применение в создании БАДов для 
профилактики многих заболеваний, в получении пленок, волокон, наночастиц, микрокапсул с 
включенными лекарственными препаратами, радипротекторов, средств защиты растений и др. (1-4).  
Свойства хитозана и проявляемая  им активность существенно зависят от  степения очистки и от 
основных физико-химических характеристик : молекулярной массы (ММ), степени ацетилирования, 
заряда, размера частиц, степени кристалличности. Молекула хитозана позволяет  варьировать эти 
параметры в широком диапозоне. При получении хитозана пищевого или медицинского назначения 
важным моментом является понижение процентного содержания минеральных примесей до 0,08-0,12% и 
примесного белка до 0,1%. Обычно проводится понижение ММ с помощью химического или 
ферментативного гидролиза и фракционирование по ММ в различных диапозонах ММ: 3-20, 15-35, 30-100, 
80-200 и выше 200 кДа. Для специальных целей могут буть получены низкомолекулярные хитозаны и 
индивидуальные олигомеры (n=3-7) c индексом полидисперсности не выше 1,2. Такие низкомолекулярные 
хитозаны  показали антибактериальные свойства при защите сельскохозяйственных животных и птиц от 
туберкулеза (5) 
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Chitosan is a cation polysaccharide, possessing  several benefits, as compared with synthetic polymers, 

namely – low toxicity, biocompatibility, biodegradation ability and availability. In this connection the growing 
interest to this natural biopolymer can be observed. The chitin/chitosan system has been thoroughly explored by 
scientists in its origin, composition, structure and chemical-physical properties. Chitosan is widely used in 
pharmaceutical and cosmetic industry, as well as in food, agricultural and some other industries (1-4). A potential 
standardization of the most common analyzing methods has been widely discussed during the past years but has 
been tackled finally. The technology was developed for standartization of crab chitosan quality, basing on two 
principles: polymer fractionating according to molecular mass, and purification from protein and mineral 
admixtures by washing with deionized water. Technological scheme of correction included the following stages: 
chitosan dissolving, purification from protein admixtures, fractionating according to molecular mass, purification of 
fractions from mineral admixtures,  chitosan extraction from the solution, repeated purification from mineral 
admixtures, drying, further modification of the product (for instance – enzymatic hydrolysis). Such step-by-step 
treatment allows to reduce the content of mineral admixtures to 0,08-0,12 %, protein admixtures to 0,1%, as well 
as to extract chitosan fractions with molecular mass (MM)  in the range of 3-20, 15-35, 30-100, 80-200 and above 
200 кDа. For special aims individual chitosan oligomers and low-molecular mass (LMM) chitosans  could be 
obtained with MM less than 20 кDа and polydispersity index 1.2-1.3 (according to HPLC). Our investigation 
showed that LMM chitosans with high degree of deacetylation possessed antibacterial properties and may be 
used for protection agricultural animals and birds against tuberculiosis (5).  
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Широчайший антибактериальный и антимикотический спектр действия ионов серебра и отсутствие 

привыкания обусловлены структурной специфичностью их действия, направленного прежде всего на 
повреждение клеточной стенки микроорганизмов. Понимание механизмов действия серебра на различных 
уровнях молекулярной организации является весьма актуальной задачей, поскольку важно для 
разработки эффективных лекарственных препаратов на его основе. Однако, вопрос о воздействии 
серебра на липидный бислой клеточных мембран изучен недостаточно по сравнению с его действием на 
белковую компоненту.  

Методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) нами были получены термограммы 
мультибислоёв цвиттерионного липида дипальмитоилфосфатидилхолина (ДПФХ) при различном мольном 
соотношении ДПФХ:AgNO3 (рис. 1). В присутствии AgNO3 происходит повышение значений температуры 
основного перехода и предперехода (Тm и Тр, соответственно) свидетельствующее об уплотнении 
бислоёв, а также регистрируется дополнительный высокотемпературный пик Тm´ – индикатор появления 
новой фазы. При увеличении содержания AgNO3 в мультибислоях наблюдается перераспределение 
интенсивностей обоих пиков таким образом, что при мольном соотношении ДПФХ:AgNO3 1:3 остаётся 
лишь пик Тm´ (рис. 1). При этом влияние аниона NO3¯, согласно дополнительно проведенным 
исследованиям, приводит к понижению Тm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 1. ДСК-термограммы мультибислойных мембран ДПФХ с различным мольным соотношением ДПФХ: 

AgNO3: 1 – 0; 2 – 3:1; 2 – 1:2; 2 – 1:3. 
 

Получены концентрационные зависимости температуры указанных переходов в широком диапазоне 
концентраций AgNO3 (до 75 моль % в ДПФХ, или до 30 масс. % в воде). 

Концентрационная зависимость Тm слабо выражена, тогда как для Тр она существенно более сильная. 
Это согласуется с предположением о связывании ионов серебра с полярной областью бислоя. Согласно 
полученным Фурье-ИК спектрам исследованных систем, в неполярной области бислоя не происходит 
значительных изменений вплоть до высоких концентраций соли.  

Концентрационные зависимости Тm´ позволяют сделать вывод о том, что новая фаза более плотная, 
но при этом более мелкодоменная, о чём свидетельствует резкое увеличение гистерезиса при повышении 
содержания AgNO3 в липидных бислоях.  

В области терапевтических концентраций ионов серебра (2 % водный раствор) не наблюдается 
существенных изменений параметров фазовых переходов ДПФХ. Можно предположить, что при таких 
концентрациях основными мишенями действия ионов серебра являются белковые структуры либо 
отрицательно заряженные липиды, которыми насыщены мембраны бактерий.  

В целом повреждающее действие Ag+ на уровне липидного бислоя может заключаться в повышении 
его неоднородности, приводящем к нарушениям функционирования мембраны. 
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Wide antibacterial and antimycotic action spectrum of Ag+ and the absence of habituation result from 
structural specificity of the ions action, which is primarily directed to damaging of the microorganism cell walls. 
Elucidation of argentum effects at various molecular organization levels is of topical interest due to its importance 
for effective drug development. However, argentum effects on the lipid component are much less investigated as 
compared to the effects on protein components of biomembranes.  

By means of differential scanning calorimetry, thermograms of model multibilayer membranes composed of 
dipalmitoylphospatidylcholine (DPPC) and containing AgNO3 were obtained at various molar ratios (Fig. 1). The 
presence of AgNO3 leads to increases in  both main and pre-transition temperatures (Тm and Тр, respectively), 
reflecting higher rigidity of the membranes. At the same time, an additional high-temperature peak (Тm´) is 
observed indicating the appearance of a new phase. The relative intensity of Тm and Тm´ peaks increases with 
AgNO3 concentration, and at molar ratio DPPC/AgNO3 1 to 3, only the Тm´ peak is  observed. Our additional 
studies show that the membranotropic effect of anion NO3¯ in the same experimental conditions leads to lowering 
of Тm. 

 
 

Fig. 1. DSC thermograms of DPPC multibilayer membranes with various DPPC/AgNO3 molar ratios: 
1 – 0; 2 – 3 to 1; 2 – 1 to 2; 2 – 1to 3. 

 
For all the transitions pointed above, concentration dependences were obtained in a wide range of AgNO3 

concentrations (up to 75 mol % in DPPC, or up to 30 wt. % in water). For Тp, the dependence appeared much 
stronger than for Тm, in accordance with assumption that Ag+ ions are predominantly bonded with the polar region 
of the bilayer.  FTIR spectroscopy showed no significant changes in the non-polar region of the bilayers. The 
concentration dependences obtained for Тm´ allow us to assume that the new phase is much more rigid and 
heterogeneous.  

In the range of therapeutic Ag+ concentrations (about 2 wt.% aqueous solution), no significant changes were 
observed in phase transitions of DPPC model membranes. So, it can be assumed that at such low concentrations 
the main targets for Ag+ are protein structures or negatively charged lipids prevailing in bacterial membranes. 

In general, the perturbing effect of Ag+ at the lipid bilayer level may consist in increase of its heterogeneity 
resulting in disturbances in the lipid membrane functioning.  
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Низкомолекулярные водорастворимые формы хитозана (НВФХ) с молекулярным весом менее 10 кДа 

являются перспективными соединениями для фармакологии и медицины, вследствие их высокой 
биосовместимости с тканями организма, способности к биодеградации, низкой токсичности и др. В 
промышленных масштабах НВФХ получают методами химического гидролиза, который сопровождается 
образованием значительных количеств токсичных побочных продуктов. Кроме того, получающиеся при 
этом низкомолекулярные продукты обладают высокой степенью полидисперсности. Таким образом, 
разработка альтернативных экологически чистых методов управляемой деструкции хитозана, основанных 
на нетрадиционных воздействиях на вещество, остается крайне актуальной задачей.  

Целью настоящей работы было прямое экспериментальное доказательство возможности получения 
низкомолекулярных водорастворимых форм хитозана плазмохимическими методами. Обработка 
хитозана, полученного из панциря крабов, проводилась в электронно-пучковом плазмохимическом 
реакторе, в качестве плазмообразующего газа использовали кислород или пары воды при давлении 5 
Торр. 

Были получены следующие результаты. Молекулярные массы продуктов деструкции хитозана лежат в 
пределах от 18 кДа до мономерных фрагментов. Большая часть продуктов имела молекулярную массу  1 
кДа, в то время как молекулярный вес исходного хитозана был  200 кДа. Продукты плазмохимической 
деструкции хитозана обладали антимикробным эффектом (как в случае покоящихся, так и в случае 
размножающихся микроорганизмов) в отношении штаммов E. coli, S. aureus, C. albicans.  

Полученные результаты представляют интерес в плане возможности применения продуктов 
плазменной деструкции в качестве бактерицидного компонента в составе различных гелей, мазей, 
присыпок, создания биоактивных пленок, обладающих сочетанным биологическим действием. 
Перспективным является плазмохимический синтез функционализированных производных хитозана, 
которые могут в дальнейшем служить основой для эффективных лекарственных препаратов. В рамках 
развития исследования планируется использовать полученные НВФХ в качестве носителей в системах 
доставки противоопухолевых лекарственных препаратов, а также в виде биоразлагаемых материалов, 
содержащих иммобилизованные лекарственные соединения. 
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Low-molecular water-soluble forms of chitosan (LWFC) with molecular weight <10 kDa are promising 

compounds for pharmacology and medicine due to their high biocompatibility with organism tissues, 
biodegradability, low toxicity etc. In an industrial scale, LWFC are obtained using chemical hydrolysis, but this 
process is accompanied by formation of significant amounts of side-products. In addition, the resulting low-
molecular products have high degree of variability. Thus development of alternative ecologically friendly methods 
of controlled chitosan degradation based on novel approaches is a highly actual problem.  

The goal of this work is a direct experimental confirmation of possibility of synthesis of low-molecular water-
soluble forms of chitosan using chemical plasma methods. Treatment of chitosan obtained from crab crust, was 
carried out in an electronic-beam plasmochemical reactor; as a plasma-forming gas, oxygen or vapors of water 
with a pressure of 5 Torr were used.  

The following results were obtained. Molecular masses of products of chitosan destruction ranged from 18 
kDa to monomeric fragments. The largest portion of products had the molecular mass of  1 kDа, while molecular 
weight of initial chitosan was  200 kDа. Products of plasmochemical destruction of chitosan possessed 
antimicrobic effect (both in case of dormant, and in case of actively growing microorganisms) against the strains 
of E. coli, S. aureus, and C. albicans.  

These results demonstrate possibility of application of products of chitosan plasma destruction as a 
bactericidal component in various gels, ointments, powders; they also can be used for preparation of bioactive 
films. Plasmochemical synthesis of functionalized derivatives of chitosan can also be used for preparation of 
carriers for advanced drug delivery systems and biodegradable materials containing immobilized drug 
compounds. 
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В растениеводстве в настоящее время остро стоит проблема защиты культурных растений 
от грибковых, вирусных и бактериальных заболеваний. Среднемировой уровень потерь вследствие 
поражения сельскохозяйственных растений фитопатогенными микроорганизмами, большая часть которых 
(до 80%) составляют грибы, оценивается в 20 %. Это наносит значительный экономический ущерб 
сельскому хозяйству. Огромные территории посевов зерновых оказываются зараженными 
фитопатогенами, что приводит к накоплению в зерне опасных для здоровья людей и животных 
микотоксинов. Кроме того, абиотические факторы - низкие или высокие температуры, недостаток влаги 
и другие вызывают гибель значительной части посевов на больших площадях. В перспективе, в связи 
с предполагаемым ухудшением климата проблема защиты растений станет еще острее.  

Одним из путей решения этой проблемы является разработка эффективных и экологически 
безопасных средств защиты растений нового поколения. К ним можно отнести препараты, полученные на 
основе наночастиц серебра. В отличие от химических средств защиты наносеребро имеет более широкий 
спектр антибактериального, фунгицидного и противовирусного действия, не вызывает привыкания, 
проявляет универсальное действие по отношению к различным видам растений, являясь экологически 
безопасным.  

Разработанный способ синтеза наночастиц серебра в матрице полисахаридов морских водорослей 
позволяет получать нанобиокомпозиты, сочетающие высокое биоцидное действие, биосовместимость, 
мембранотропоность, иммуномодулирующие свойства, пролонгированное действие и высокую 
стабильность в течение длительного времени. Для усиления адгезии биоцидных препаратов 
целесообразно использовать поврхностно-активные вещества — прилипатели. Такие препараты 
значительно уменьшают поверхностное натяжение наносимого раствора, что обеспечивает большую 
площадь контакта с растением. Однако введение новых компонентов в композицию, содержащую 
наночастицы, может приводить к снижению их агрегативной устойчивости.  

В качестве прилипателей в эксперименте были испытаны два широко применяемых потребителем 
прилипателя: Прилипач (синтетическое поверхностно-активное вещество этоксилат изодецилового 
спирта) в концентрации 0,25 % и Липосам (25 мл/л), который представляет собой экологически 
безвредный комплекс экзополимеров полезных микроорганизмов. Концентрация наносеребра в 
композиции составляла 0,5 г/л, Прилипача — 0,25 %, а Липосама — 25 мл/л. Основным критерием оценки 
качества композиции было отсутствие коагуляции наночастиц серебра методом оптической 
спектроскопии. 

Исследование нанокомпозиции серебра с прилипателями  в течение 3 месяцев показало, что в 
спектрах поглощения присутствуют индивидуальные узкие оптические полосы, которые по мере 
увеличения размера кластера переходят в широкие оптические полосы с максимумом  поглощения 420-
440 нм, характерные для металлического состояния. При этом, спектры поглощения в опытных  вариантах 
практически не отличались от контрольного в течение 3 месяцев. Однако, по нашему мнению, более 
целесообразно в предлагаемой композиции использовать Липосам, являющийся натуральным 
биополимером  (рис.). 

Таким образом, полученная нанобиокомпозиция на основе серебра с Липосамом может быть 
предложена для испытаний в растениеводстве как новое средство защиты растений, отвечающее 
тенденциям перехода к безопасным технологиях органического земледелия. 

Рис. Листья, обработанные нанокомпозицией серебра с Липосамом. 
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In plant, growing is currently sharply there is a problem of protecting cultivated plants from fungal, viral and 
bacterial diseases. Average world level loss due to defeat of agricultural crops by phytopathogenic 
microorganisms, most of which (80 %) of the fungi is estimated at 20 %. This causes significant economic 
damage to agriculture. Huge territories of grain crops are infected by phytopathogens, which leads to 
accumulation in the grain hazardous to human and animal health of mycotoxins. Furthermore, abiotic factors – 
low or high temperatures, lack of moisture and other cause the death of a significant part sowing over large areas. 
In the future, in connection with alleged worsening climate the problem of plant protection will become even more 
acute. 

One way of solving this problem is the development of effective and ecologically safe plant protection products 
of new generation. They include preparations obtained on the silver nanoparticles basis. Unlike chemical 
protection means nanosilver has a wide range of antibacterial, fungicidal and antiviral action, non-addictive, 
shows a universal action in relation to various kinds of plants, being environmentally safe. 

The developed method for the synthesis of silver nanoparticles in the matrix polysaccharides of marine algae 
produces nanobiocomposites combining high biocidal activity, biocompatibility, membranotropic and 
immunomodulating properties, prolonged action and high stability for a long time. To enhance the adhesion of 
biocidal products appropriate to use surfactants – sticking agent. These drugs significantly reduce the surface 
tension of the applied solution, which provides a larger contact area with the plant. However, the introduction of 
new components in composition containing nanoparticles, may lead to reduction of their aggregate stability. 

As sticking agents in the experiment are two commonly used consumer: “Prilipach” (synthetic surfactant 
ethoxylate izodecyl alcohol) in a concentration of 0,25 % and “Liposam” (25 ml/L), which is an environmentally 
friendly complex exopolymer beneficial microorganism, were tested. Concentration of nanosilver in the 
composition of 0,5 g/L, Prilipach – 0,25 %, and Liposam – 25 ml/L. Major criterion for quality evaluate the 
composition was the absence of silver nanoparticles coagulation by optical spectroscopy. 

Investigation of silver nanocomposite adhesives for 3 months showed that the absorption spectra of individual 
present narrow optical bands which with the increase cluster size to wide band of optical absorption maximum 
420-440 nm, specific to the metallic state. At the same time, the absorption spectra in in test samples practically 
did not differ from the control for 3 months. However, in our opinion, more useful use the Liposam in composition 
as a natural biopolymer. 

Thus, the resulting nanobiocomposition based on silver with Liposam (sticking agent) for testing in plant 
growing as a new means of protection which corresponding shift trends to safe technology of organic agriculture 
can be proposed. 

Fig. Leaves treated nanocompositions silver with Liposam 
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Natural bioactive products have been used for millennia for the treatment of multiple ailments.  There is 

currently resurgence of interest in the use of natural products, which forms the basis of a, multi-million dollar 
commercial industry. Silymarin is obtained from the seeds of milk thistle plant (Silybum marianum linn.) and 
contains mixture of flavonolignans  i.e., silibinin, isosilibinin, silichristin, and silidianin. Silymarin have been in use 
as hepatoprotective drug and known attributed towards its medicinal properties like immunomodulation and 
potential anti-microbial activity.  

Harmful effects of ionizing radiation are widely known and even death may occur at higher radiation doses. 
Endogenous thiols exhibit protection against -radiation. Silymarin tends to reduce the effects of radiation in living 
system by acting in multiple ways i.e., antioxidant activity, in vivo protection of antioxidant context in cellular milieu 
against lethal -rays etc. The study was undertaken to develop a nanoemulsion of silymarin and characterization 
by TEM analysis and zeta potential revealed that the size of self-nanoemulsifying drug delivery systems 
(SNEDDS) was uniform and in between 0.10 - 0.15nm. Silymarin nanoemulsion shows promising results than 
parent silymarin compound. A comparative analysis of changes in levels of antioxidant enzymes and endogenous 
antioxidants revealed significant (p<0.05) resumption of CAT, GR, GPx and SOD activity by 5th day. However, an 
increase in hepatic GST with concomitant decrease in neural GST was observed, indicating activation of drug 
metabolizing pathways in hepatic tissue. A similar trend was also exhibited in terms of maintenance of 
endogenous levels of antioxidants like GSH and ascorbate. Plasmid relaxation assay revealed protection of DNA 
(by maintaining of its integrity) in a dose-dependent manner against -irradiation. It exhibited significant 
survivability at lower concentration then the parent compound. Survival studies using Balb/c mice confirmed that 
silymarin nanoemulsion exhibits maximum protection at 50mg/kg b/w against 9Gy -irradiation which is lesser 
than parent compound (70mg/kg b.wt.). Further studies are warranted in higher animal model system to 
extrapolate its dosage for future human usage. 
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The blood-brain barrier (BBB) represents one of the strictest barriers in human beings. Consequently, it 
prevents the use of many therapeutic agents because of the inability of the agents to reach and maintain effective 
concentration in the brain for an appropriate length of time. Intranasal drug delivery is emerging as a reliable 
method to bypass the BBB and deliver a wide range of therapeutic agents including both small and large 
molecules, growth factors, viral vectors and even stem cells to the brain and has shown therapeutic effects in both 
animals and humans. This route, involves the olfactory or trigeminal nerve systems which initiate in the brain and 
terminate in the nasal cavity at the olfactory neuroepithelium or respiratory epithelium. They are the only 
externally exposed portions of the CNS and therefore represent the most direct method of non-invasive entry into 
the brain. This approach has been primarily used to explore therapeutic avenues for neurological diseases. The 
potential for treatment possibilities with olfactory transfer of drugs will increase as more effective formulations and 
delivery devices are developed. Recently the apomorphine hydrochloride dry powders have been developed for 
intranasal delivery (Apomorphine nasal, Lyonase technology, Britannia Pharmaceuticals, Surrey, U.K). The 
results of clinical trial Phase III suggested that the prepared formulation had clinical effect equivalent to 
subcutaneously administered apomorphine. In coming year’s intranasal delivery of drugs will demand more 
complex and automated delivery devices to ensure accurate and repeatable dosing. Thus, new efforts are needed 
to make this non-invasive route of delivery more efficient and popular and it is also predicted that in future a range 
of intranasal products will be used in diagnosis as well as treatment of CNS diseases. Although many, challenges 
remains ahead, the increasing knowledge about the nanoparticulate drug delivery via nasal administration is a 
growing field. A large number of nanocarriers namely nanoparticles, soliod lipid nanoparticles, nanostructured 
lipid carriers, nanoemulsions have been investigated in our laboratory. The lab results obtained will be discussed 
and would give an insight of various nanocarrier approaches being used in treatment of Alzheimer, Parkinsonism, 
Psychological disorders etc.  
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Лекарственные средства на основе 1,4-бенздиазепинов широко применяются в медицине как 
анксиолитики и снотворные препараты. В последнее десятилетие в литературе появились сообщения о 
том, что замещенные по третьему положению производные 1,4-бенздиазепинов проявляют значительную 
анальгетическую активность и аффинитет к брадикининовым (В1 и В2) рецепторам [1,2]. Ранее был 
осуществлен синтез производных 3-алкокси-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-онов, анальгетические 
свойства которых были изучены с целью выявления новых анальгетиков. Среди синтезированных 
производных было выявлено наиболее активное соединение I, которое проявило высокую 
анальгетическую активность в опытах in vivo на модели «корчей», вызванных внутрибрюшинным 
введением раствора уксусной кислоты, у мышей.  

Показатель ED50 исследованного соединения, по тесту «корчей», составил 
0,030±0,007 мг/кг (для диклофенак-натрия найдено значение ED50=10,00±1,80 
мг/кг). 

Также были проведены эксперименты по установлению длительности 
анальгетического действия соединения I. Измерение активности по методу 
«корчей» на мышах проводилась через каждые 60 мин на протяжении 4 часов, 
соединение I вводили внутрибрюшинно в дозе 3 мг/кг. С течением времени 
активность уменьшалась с 75,4 % до 55,0 % угнетения «корчей». 

Поскольку ВК рецепторы представлены во многих тканях и принимают участие в большинстве 
тканевых ответов, то влияние исследуемых соединений на ВК-индуцированные сократительные реакции 
гладких мышц является стандартным in vitro тестом для лигандов ВК рецепторов.  

В тензометрических опытах по угнетению ВК-вызванных сокращений гладких мышц желудка крысы 
установлено наличие функциональной анти-ВК активности соединения I (1мкМ), которое угнетало 
сокращения в среднем на 37 %. 

Для установления характера ингибирования брадикининовых рецепторов под действием соединения I 
осуществлена регистрация кумулятивных кривых «концентрация-эффект» в присутствии 1, 10 и 50 мкМ 
исследованного соединения. Так как величина наклона графика Шилда приближается к единице, можно 
говорить о наличие конкурентного антагонизма соединения I с брадикинином (Рис. 1). 

Сродство исследуемого соединения I к ВК рецепторам находится на высшем уровне показателей 
аффиностей таких антагонистов как D-Arg-[Hyp3,D-Phe7]-BK, D-Arg-[Hyp3,Thi5,8,D-Phe7]-BK (рКВ составляет 
5,89 и 5,81 соответственно [3]). Таким образом, можно считать соединение I перспективной основой для 

анализа и создания соединений с анальгетической активностью и 
свойствами антагонистов ВК рецепторов.  

 
Рис. 1. Действие соединения I (1, 10 и 50 мкМ) на гладкие мышцы 
фундального отдела желудка крыс. График Шилда.  
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Medicines based on 1,4-benzodiazepines are widely used in medical practice as anxiolytic and hypnotic 
preparations. In the last decade, there was reported in the literature that substituted by the third position 1,4-
benzodiazepines display substantial analgesic activity and affinity for bradykinin (B1 and B2) receptors [1,2]. There 
have been synthesized derivatives of 3-alkoxy-1,2-dihydro-3H-1,4-benzodiazepin-2-ones, whose analgesic 
properties were studied to identify novel analgesics. Among the synthesized derivatives, there was identified most 
active compound I, which showed high analgesic activity in vivo on a model of "writhing" caused by intraperitoneal 
injection of acetic acid solution in mice. 

The ED50 value for studied compound, according to the "writhing" test, was of 
0,030±0,007 mg/kg (for diclofenac sodium, it was found the value of ED50 = 
10,00±1,80 mg/kg). 

Also, experiments were carried out to establish the duration of the analgesic 
effect of the compound I. Activity measurements by «writhing» method in mice were 
conducted every 60 minutes for 4 hours, the compound I was administered 
intraperitoneally in a dose of 3 mg/kg. Over time, the activity decreased from 75,4% 
to 55,0% of «writhing» inhibition. 

Since BK receptors are presented in many tissues and are involved in most tissue responses, the effect of test 
compounds on BK-induced contractile reactions of smooth muscles is considered to be a standard in vitro test for 
BK receptor ligands. 

In the tensometric experiments on BK-induced inhibition of contractions of the rat stomach smooth muscles, it 
was revealed the presence of functional anti-BK activity of the compound I (1µm), which depressed contractions 
on 37% in average. 

To determine the nature of inhibition of bradykinin receptors by the compound I, it was performed the 
registration of cumulative curves "concentration - effect" in the presence of 1, 10 and 50 µM of the studied 
compounds. As the magnitude of the slope of Shield’s plot is close to 1, one can speak of the presence of 
competitive antagonism of compound I with bradykinin (Fig. 1). 

The affinity of studied compound I for BK receptors is on highest level of affinity parameters of such antagonists as D-
Arg-[Hyp3, D-Phe7]-BK, D-Arg-[Hyp3, Thi5,8, D-Phe7]-BK (pKB values are of 5.89 
and 5.81, respectively [3].) Thus, compound I can be considered as a promising 
basis for analysis and creation of compounds with analgesic activity and 
properties of BK-receptor antagonists. 
 
Fig. 1 Effect of compound I (1, 10 and 50 µM) on smooth muscle of rat gastric 
fundus. Shield’s plot.  
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