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Вперше виявлено наявність трипсиноподібних протеїназ, виготовлених з організму змій. Встановлено,
що досліджувані препарати характеризуються різною протеолітичною активністю цих ферментів.
Найбільшою активністю трипсиноподібних протеїназ характеризуються препарати, одержані з гадюки
степової (Vipera ursini).
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ВСТУП

Одним з головних напрямків сучасних наукових досліджень є вивчення системи
протеолізу як особливої форми біологічної регуляції. Протеоліз постійно
відбувається в живих організмах та в оточуючому середовищі під впливом
мікроорганізмів, в результаті чого виникають різноманітні біологічно активні
речовини – ферменти, гормони, пептиди, амінокислоти тощо.

Протеолітичні ферменти, які мають високу біологічну активність, приймають
участь в функціонуванні різних органів і систем організму і в регуляції біологічних
процесів. Вони не тільки здійснюють неспецифічний розпад білкових молекул, але і
контролюють функції і системи організму,  що реалізується в реакціях загального та
обмеженого протеолізу. За сучасними уявленнями, саме ферменти протеолізу
підтримують рівновагу між загибеллю і деградацією клітин та їх відновленням [1, 2].

Дослідження протеолізу і механізмів його регуляції є актуальним, поскільки
зв’язано з вивченням на молекулярному рівні життєво важливих основ біологічних
процесів, з лікуванням і діагностикою сучасних хвороб[3, 4].

Протеолітичні ферменти та їх інгібітори широко використовуються в медицині.
Так, для поліпшення травлення застосовується травний фермент пепсин, для
виведення відмерших тканин і прискорення їх заживлення використовуються
серинові протеїнази трипсин і хімотрипсин. При лікуванні тромбозів та інфаркта
міокарда – плазмін і активатори плазміногена урокіназа і стрептокіназа.
Тромболітин застосовується при лікуванні хворих на рак гортані [5].

Протеолітичні ферменти та їх інгібітори, одержані із сировини тваринного
походження, займають особливе місце в лікуванні хвороб. Головним джерелом
промислового одержання трипсиноподібних протеїназ є підшлункова залоза великої
рогатої худоби і свиней [6].

Аналіз літературних джерел свідчить, що для одержання лікарських засобів
використовуються також протеїнази, які виділені з риб. Так, серинові протеїнази,
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одержані з риб, застосовуються для лікування або попередження захворювань і
можуть також бути ефективним косметичним засобом [7].

Трипсиноподібні протеїнази і їх інгібітори одержані також з мікроорганізмів [8].
Ферменти, в тому числі і трипсиноподібні протеїнази, виділені із змій. Зокрема, з

отрути змії Agkistrodon contortrix contortrix одержаний новий тромбіноподібний
фермент контортриксобін, який розщеплює фібриноген і компоненти зсідання крові [9].

З отрут змій виділені різноманітні ферменти, але з тканин організму змії
ферменти досліджені недостатньо.

Мета нашого дослідження полягає у вивченні протеолітичної активності
трипсиноподібних протеїназ в препаратах, одержаних з організму різних видів змій
за оригінальною технологією [Патент РФ №2034550 «Спосіб П.М. Орлова
одержування засобу для лікування гнійних ран»].

Трипсиноподібні протеїнази відносяться до пептидгідролаз, сімейства
серинових протеїназ. Це найбільш вивчена група ферментів, головними
представниками якої є трипсин (КФ 3.4.4.4), хімотрипсин (КФ 3.4.4.5), протеїназа
трипсиноподібного типу калікреїн (КФ 3.4.4.6) та карбоксіпептидаза А (КФ 3.4.17.1)
і карбоксіпептидаза В (КФ 3.4.17.1).

Важливою особливістю цих ферментів є селективний характер їх дії на
пептидні зв’язки в білковій молекулі. Трипсин прискорює гідроліз пептидних
зв’язків, утворених аргініном і лізином, хімотрипсин – ароматичними
амінокислотами.

Трипсин і хімотрипсин утворюються клітинами підшлункової залози у вигляді
неактивних проферментів (зімогенів). Тому для трипсиноподібних протеїназ
особливе значення мають реакції обмеженого протеолізу пептидних зв’язків в
зімогенах, які призводять до виникнення активних форм ферментів, гормонів,
пептидів тощо [10].

Завдяки своїй специфічності і різноманітним механізмам дії, трипсиноподібні
протеїнази мають виключне значення в життєво важливих для організму процесах –
обміні речовин і системах регуляції метаболізму, захисних реакціях, процесах росту
і ділення клітин, оплодотворінні, патогеності вірусів, а також в розвитку злоякісних
захворювань [11-14].

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

Щоб визначити активність ферментів протеолітичної системи, зокрема,
трипсиноподібних протеїназ в досліджуваних препаратах, в експеримент були взяті
4 зразки препаратів, одержаних з різних видів змій:

1) вужа звичайного (Natrix natrix);
2) гадюки степової (Vipera ursini);
3) жовтобрюхого полоза (Coluber jugularis);
4) гадюки звичайної (Vipera berus).
В ході експерименту використовувались дослідні проби препаратів, розведені

дистильованою водою.
Для визначення активності трипсиноподібних протеїназ в препаратах ми

застосували метод Kunitz в модифікації Веремеєнко. В ролі субстрата
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використовували 2 % розчин казеїну по Гаммерстену в 0,1 М фосфатному буфері
при pH 7,4 [15].

В ході експерименту проводили також визначення вмісту білка в
досліджуваних зразках препарата за методом Lowry [16].

Статистичну значимість відмінностей між дослідними препаратами визначали
за допомогою t-критерія Стьюдента [17].

Ферментативна активність препаратів, виготовлених з різних видів змій, нами
визначалась по активності трипсиноподібних протеїназ в мкмолях тирозину на мг
білка.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

Всі проби препаратів, виготовлені з 4-х видів змій, показали наявність в них
активних форм трипсиноподібних протеїназ і характеризувалися різною
протеолітичною активністю.

Результати дослідів представлені на діаграмі.
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Рис. Активність трипсиноподібних протеїназ в препаратах, виготовлених із
змій: 1 – вуж звичайний (Natrix natrix);  2  –  гадюка степова (Vipera ursini);  3  –
жовтобрюхий полоз (Coluber jugularis); 4 – гадюка звичайна (Vipera berus).

При порівняльному аналізі активності трипсиноподібних протеїназ в
препаратах, одержаних з організму змій, ми реєстрували переважну активність
ферментів в препаратах з отруйних змій. Максимальна активність
трипсиноподібних протеїназ спостерігалась в препараті з гадюки степової (Vipera
ursini). Найменша – з жовтобрюхого полоза (Coluber jugularis). Препарат,
виготовлений з вужа звичайного (Natrix natrix), показав середній рівень активності
трипсиноподібних протеїназ порівняльно з іншими препаратами.

В попередніх дослідах ми також вивчали ферментативну активність інших
пептидгідролаз в препаратах, виготовлених з різних видів змій, зокрема, аспартильної
катепсиноподібної протеїнази D і матриксної металопротеїнази (MMP-2) [18].
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На основі проведених нами дослідів можна зробити попередній висновок про
наявність пептидазної активності в препаратах не тільки трипсиноподібних
протеїназ, але і інших видів протеолітичних ферментів – матриксних
металопротеїназ (MMP-2) і катепсин-D-подібних протеїназ. Наявність цих
ферментів в препаратах свідчить про зкоординовану дію специфічних білків-
ферментів в протеолітичному процесі і про їх індивідуальний вклад в загальний
протеоліз. В цьому процесі трипсиноподібні протеїнази відіграють досить активну
роль, значно менший вклад в протеоліз вносять катепсин-D-подібні протеїнази.
Матриксні металопротеїнази (MMP-2) є найбільш активними і вносять найбільший
вклад в протеолітичну активність препаратів, виготовлених із змій.

Продовження досліджень ферментативної активності препаратів із змій
допоможе розкрити інші сторони їх протеолітичної дії.

ВИСНОВКИ

Таким чином, в препаратах, виготовлених з різних видів змій, виявлена
наявність трипсиноподібних протеїназ, ативність яких залежить від виду змій.
Найбільша активність цих ферментів спостерігалась в препараті з гадюки степової
(Vipera ursini).
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	В работе проанализированы главные проблемы изучения и охраны редких видов растений. Рассмотрены основные направления в обеспечении сохранения видов растений, которые нуждаються в охране. Проведена критическая оценка создания Красных книг и критериев внесения растений в Красные списки разных уровней охраны. Приведены критерии оценки состояния особей и популяций редких видов растений с учетом необходимости использования при их анализе методов неразрушающей морфометрии. Выделены основные категории популяций редких видов по степени стойкости. Рассмотрены источники рисков для видов растений, которые нуждаються в охране, и сформулированы общие выводы относительно механизмов потери биологического разнообразия и вымирания редких видов.
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	В статье представлены результаты исследований продукционного процесса и роста трёх видов лугового разнотравья: Achillea millefolium L., Prunella vulgaris L. и Carum carvi L. Изучена динамика основных параметров роста данных видов. Установлены пороги стойкости популяций и оптимальные условия произрастания исследованных видов. Выявленные закономерности могут быть использованы для определения оптимальных режимов пользования природными кормовыми угодьями.
	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
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	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
	Експериментальна частина роботи виконана на дорослих білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180–220 грам (n=90), отриманих з розплідника науково-дослідного інституту біології Харківського національного університету ім. Ст. Н. Каразіна. Матеріалом для досліджень служила сироватка крові лабораторних щурів. Всі тварини були розділені на наступні групи: інтактна група; група у якої була виражена гіперінсулінемія; група, у якої стан гіперінсулінемії купірувався глюкозою. Дослідним щурам натще підшкірно вводили по 3,5 Ед інсуліну. Після появи судом, розвитку гіпоглікемічної коми, частину тварин декапітували. Решті щурів для купірування коми вводили по 3,5 мл 20% розчину глюкози. Після зникнення ознак гіперінсулінемії тварин через годину декапітували.
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	При экспериментальной гиперинсулинемии наблюдается повышение содержания молекул средней массы в сыворотке крови лабораторных крыс. Методом определения окислительной модификации белков установлена активация перекисных процессов в сыворотке крови с образованием альдегидных и кетонных продуктов нейтрального и основного характера. Купирование гиперинсулинемии глюкозой позволяет снизить показатели окисленных продуктов.
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	Основной идеей нашей работы является то, что экзогенные ДНК-фрагменты, которые совпадают с последовательностью ДНК тестируемой клетки, должны влиять на её биохимические реакции, потому что они несут некоторую информацию об управлении клеткой. Мы использовали два коротких одноцепочечных ДНК-фрагмента iap3 гена  вируса ядерного полиэдроза непарного шелкопряда и личинок Drosophila melanogaster в качестве модельного объекта для экспериментов. Мы обнаружили, что ДНК-фрагменты могут выступать в роли ДНК-инсектицидов (χ2=4,87; d.f.=1; P<0,05) в концентрации 100 пмоль/мкл, а также в роли ДНК-стимуляторов (χ2=7,99; d.f.=1; P<0,01) в концентрации 20 пмоль/мкл, снижая смертность насекомых. По нашему мнению, ДНК-фрагменты проявили инсектицидную активность в связи с механизмами, схожими с ДНК и РНК- интерференцией. Эти механизмы основаны на блокировке генов-мишеней, которые совпадают по последовательности с использованными фрагментами ДНК и РНК. В нашем случае смертность увеличилась, вероятно, за счет активации клеточного апоптоза. При использовании ДНК-фрагментов вируса в роли специфических праймеров для ПЦР мы обнаружили много спектров в геноме Drosophila melanogaster, схожих с ними. Причина действия ДНК-фрагментов в качестве ДНК-стимуляторов неизвестна и требует дальнейшего изучения. Полученные данные могут служить основой для создания ДНК-инсектицидов против сельскохозяйственных и лесных вредителей, а также ДНК-лекарств.
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	Впервые выявлено наличие трипсиноподобных протеиназ в препаратах, изготовленных из организма змей. Установлено, что исследуемые препараты характеризуются различной протеолитической активностью этих ферментов. Наибольшей активностью трипсиноподобных протеиназ характеризуются препараты, полученные из гадюки степной (Vipera ursini).
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	Рассмотрено использование магнетита в процессах очистки окружающей среды от нефтепродуктов. Определено оптимальное соотношение магнетит/нефтешлам для достижения максимальной степени очистки. Проведен синтез магнетита с высокой намагниченностью.
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	Таблица 1
	Характеристики суспензий на основе модифицированного бурого угля


	Борук С.Д. Отримання водо-вугільного палива на основі бурого вугілля / С.Д. Борук // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С. 185-189.
	Boruk S.D. Production of water–coal fuel from the brown coal / S.D. Boruk // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2011. – Vol. 24 (63), No. 1. – Р. 185-189.
	Вяткіна О.В. Каталiтична активнiсть пероксидази редьки чорної відносно неорганічного субстрату S2O32-/ О.В. Вяткіна, І.В. Лаврентьєва, М.О. Єрмакова // Вчені записки Таврійського національного університету ім. В.І. Вернадського. Сєрія „Біологія, хімія”. – 2011. – Т. 24 (63), № 1. – С. 190-195.
	Vyatkina O.V. Catalitic activity of peroxidase of a black radish with inorganic substrate S2O32- / O.V. Vyatkina, I.V. Lavrentieva, M.O. Ermakova // Scientific Notes of Taurida V.Vernadsky National University. – Series: Biology, chemistry. – 2011. – Vol. 24 (63), No. 1. – Р. 190-195.
	В качестве исходных материалов использовались: природный бентонит Дашуковского месторождения марки С4Т2, его модифицированная фосфат-ионами форма и дистиллированная вода. Модификация природного бентонита проводилась в соответствии с методом, описанным в работе [9]. Из этих материалов готовились водные суспензии с содержанием дисперсной фазы 0,5 %(мас.), что соответствует максимальной устойчивости суспензий во времени. Суспензии природного и модифицированного бентонитов готовились растворением соответствующих навесок в дистиллированной воде при длительном (в течение 30 мин.) перемешивании.
	Числа переноса определялись методом Гитторфа на установке, в которой в качестве мембраны и центрального отсека использовался исследуемый бентонит для сохранения постоянной концентрации ионов. Установка состояла из U-образной трубки диаметром 1 см, в которую было помещено 2 г бентонита. Для опыта использовались графитовые и платиновые электроды. Площадь видимой поверхности графитовых электродов составляла – (12,73(2) см2, платиновых – (0,81(2) см2. Измерения проводились с использованием потенциостата ПИ-50-1.1 в потенциостатическом режиме. Задание потенциала осуществлялось при помощи программатора ПР-8. Для контроля количества электричества в цепь последовательно к электродам подключался миллиамперметр. В анодную камеру аппарата наливали дистиллированную воду, в катодную – 0,5% суспензию исследуемого бентонита. Электролиз проводили в различном временном интервале от 0,5 часа до 2,5 часов. Концентрацию ионов водорода и гидроксид-ионов определяли потенциометрически на иономере И-160.1 МП.
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