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Спеціально розроблені паперові субстрати дуже корисні для збору, зберігання та пересилки
біологічних зразків та широко застосовуються (здебільшого для крові та сироватки) по всьому світу. У
даній роботі досліджується рівень екстрагування вуглеводів з різних паперових носіїв (карточок Гатри,
хроматографічних дисків Grade AA Discs та хроматографічного паперу 3mm Whatman) для оцінки їх
застосування з цією ж метою при вивченні ВЕРХ-спектрів олігосахаридів. Хроматографічні профілі
гідролізованого декстрану та N-гліканів трансферину показали, що елюція з усіх досліджених
матриксів дозволяє отримати адекватний спектр. Але значно вищій рівень екстрагування з
хроматографічного паперу та можливість його застосування для попередньої очистки іммобілізованого
матеріалу вказують, що він є найкращою альтернативою в разі необхідності.
Ключевые слова: карточки Гатрі, екстрагування гліканів з паперових матриксів, ВЕРХ-аналіз
олігосахаридів.

ВСТУП

Протягом майже півстоліття з того часу, як у 1962 році Роберт Гатри застосував
фільтрувальний папір щоб системно збирати кров новонароджених для аналізу на
фенілкетонурію, карточки Гатри впровадили для неонатального скринінгу більш
ніж у 30 країнах [1, 2]. Фенілкетонурію доповнили вроджений гіпертиреоз,
серповидно-клітинна анемія, ВІЧ та інші хвороби [3]. Крім рутинної діагностики
новонароджених, такий метод збору біологічного матеріалу знайшов своє достойне
місце у генетичних скрінінгах, особливо завдяки швидкому розвитку ДНК-
технологій [4–6].

Карточки Гатри та їх модифікації (IsoCode  STIX,  FTA  Gene  Guard  Collection
Matrices  –  FTA  Elute  та інші)  –  це паперові носії з високоочищеної целюлози,  що
дозволяють збирати, зберігати та транспортувати біологічні зразки при температурі
зовнішнього середовища. Найчастіше це зразки цільної крові чи плазми для аналізу
білків, ферментів, нуклеїнових кислот, різних метаболітів та ліків. На таких носіях
біоматеріал у сухому стані добре зберігається для його подальшого аналізу
достатню довго:  при температурі тропіків –  до 10  років [7],  а в менш екзотичних
умовах –до 25 років [8] і більше [9].
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Екстракцію вуглеводів з біологічних рідин, іммобілізованих на карточках Гатрі,
вивчали при мас-спектроментрії глюкозаміногліканів, але аналізували тільки моно-
та дисахариди [10]. Інформацію стосовно олігосахаридів не було знайдено.

Оскільки планується транспортувати біологічний матеріал для аналізу  вільних
олігосахаридів шляхом високоефективної рідинної хроматографії (ВЕРХ), тому
здається доцільним дослідити можливості використання з цією метою паперових
матриксів.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ

Реактиви для нормальнофазової високоефективної рідинної хроматографії були
від VWR International, інші – від Sigma-Aldrich.

В якості модельної суміші олігосахаридів використовували частково
гідролізований декстран,  що застосовується як зовнішній стандарт у
високоефективній рідинній хроматографії вуглеводів, та глікани трансферину з
добре відомим хроматографічним спектром.

Крім карточок Гатрі, в якості можливих для подальшого застосування
паперових носіїв, були взяті матеріали, що широко використовуються у паперовій
хроматографіі – хроматографічні диски Grade AA та хроматографічний папір
Whatman.

1. Екстракція з хроматографічних дисків
Для екстракції зразків з паперових дисків (Grade AA Antibiotic Assay Discs 13

mm, cat. 2017013, Whatman®) їх поміщали у скляні колонки (Oxford Glyco System).
Диски промивали двічі 1 мл Milli-Q™ H2O чи застосовували їх без промивки водою,
потім двічі 1  мл метанолу та 4  рази 1  мл суміші н-бутанолу,  етанолу та Milli-Q™
H2O (4:1:1/ 4:1: 0,5 / 4:1: 0,25). Наносили зразки для аналізу та залишали диски на 15
хвилин для всмоктування зразків та підсушування. Диски із зразками промивали 4
рази 1  мл суміші н-бутанолу,  етанолу та Milli-Q™  H2O (в різних концентраціях -
4:1:1 / 4:1: 0,5 / 4:1: 0,25), потім 1 мл метанолу. Олігосахариди з дисків елюювали
трьома порціями по 0,5 мл Milli-Q™ H2O, при цьому першу порцію води залишали
у колонці на 15-20 хвилин, перекриваючи потік рідини, для кращої екстракції
гліканів.

2. Хроматографія на папері
Хроматографію на папері проводили з чи без попередньої промивки

хроматографічного паперу (Whatman® cellulose chromatography papers 3mm) чи
карточок Гатрі (S  & S  903,  Schleicher  & Schuell,  Dassel,  Germany)  Milli-Q™ H2O у
висхідному потоці. У разі промивки паперу чи карточок їх висушували при
кімнатній температурі. Зразки: 1) гідролізованого декстрану (1,2,5 чи 10 мкл з
концентрацією 10 мг/мл у Milli-Q™ H2O чи сечовому буфері – 0,17M NaCl та 0,5M
сечовини з pH6,0), 2) вільних олігосахаридів трансферину,  наносили порціями на
відстані 15  мм друг від друга і 20  мм від краю паперу та висушували.
Хроматографію проводили із застосуванням суміші н-бутанолу, етанолу та Milli-
Q™  H2O в різних пропорціях: 1) 4:1:0,25; 2) 4:1: 0,5; 3) 4:1:1. Хроматографічний
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папір чи карточку Гатри висушивали та вирізали диски із зразками. Олігосахариди з
дисків елюювали трьома порціями по 0,5  мл Milli-Q™  H2O у скляних колонках
Oxford GlycoSystem, при цьому першу порцію води залишали у колонці на 15-20
хвилин, перекриваючи потік рідини, для кращої екстракції гліканів.

3. Флуоресцентне маркування  антраніловою кислотою (2-АА)
Олігосахариди маркували 2-амінобензойною (антраніловою) кислотою (Sigma -

Poole,  Dorset,  Велика Британія)  згідно з методикою,  наведеною у роботі Neville
D.C.A. et.al. [11]. з деякими модифікаціями. Антранілову кислоту (30мг/мл)
розчиняли у суміші 4% (w/v) тригідрату ацетату натрію та 2% (w/v) борної кислоти
у метанолі,  додавали 45  мг ціаноборгідриду натрію та ретельно перемішували і
отримували розчин для маркування. До висушених у концентраторі SpeedVac
зразків додавали 30  мкл Milli-Q™ H2O, 80 мкл розчину для маркування, ретельно
перемішували та проводили реакцію впродовж 1 часу при 80оС. Пробірки
охолоджували при кімнатній температурі, додавали 1мл суміші ацетонітрилу у воді
(97:3 v/v) та перемішували.

4. Очищення  2-АА-маркованих гліканів
Для очищення маркованих олігосахаридів застосовували твердофазну

екстракцію на колонках Spe-ed SPE Cartridges Amide-2, (Applied Separations, США)
згідно [12] з деякими модифікаціями. Врівноваження колонки проводили 1 мл
ацетонітрилу,  потім 1 мл Milli-Q™ H2O та знов 1 мл ацетонітрилу. Олігосахариди
після маркування наносили на колонку у суміші ацетонітрилу з водою (97:3 v/v).
Колонку промивали сумішшю ацетонітрилу з водою (95:5 v/v). та елюювали
глікани 1,5 мл Milli-Q™ H2O. 2-АА-марковані олігосахариди зберігали при -200С.

5. Нормальнофазова високоефективна рідинна хроматографія
Очищені 2АА-марковані олігосахариди поділяли шляхом нормальнофазової

високоефективної рідинної хроматографії на хроматографі фірми Waters (Велика
Британія) з колонкою 4.6x250-mm TSK gel-Amide 80 (Anachem, Luton, Beds, Велика
Британія) згідно з методикою, наведеною у роботі [11]. Для збору та обробки даних
застосовували комп’ютерні програми Waters  Millennium  чи Waters  Empower,  Peak
Time та Microsoft Office Excel 2003.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

Головний недолік паперових носіїв – це низький рівень екстракції з них
досліджуваних речовин. Так, екстракція загальної ДНК з цільної крові не перевищує
15-25% [9], трансферину з сироватки -10±0,3% [13]. Наші дослідження показали, що
рівень екстракції альбуміну з карточок Гатрі, навіть при застосуванні сонікації,
встановлює не більш ніж 25-30% (неопубліковані дані).

Частково гідролізований декстран утворює хроматографічний спектр з
представництвом усіх полімерів глюкози у зростаючому порядку від мономеру до
10-14 мономерів в полімері і тому дозволяє пронумерувати кожний пік
хроматограми у глюкозних одиницях (ГО) та перевірити рівень екстрагування з
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паперових матриксів кожного такого піку. У даній роботі увага зосереджена на
ділянці від 1 до 8 мономерів.

Оскільки подальше планується проводити очищення іммобілізованого
біоматеріалу, потрібна перевірка впливу реагентів для очищення на кінцевий
хроматографічний спектр. Була обрана суміш н-бутанолу, етанолу та Milli-Q™ H2O,
яка широко використовується у паперовій хроматографії вуглеводів, з різним
співвідношенням складових - 4:1:1; 4:1: 0,5 та 4:1: 0,25.

Незалежно від носія,  суміш у співвідношенні 4:1:1  не розчиняє олігосахариди
вищі за трисахариди (4-8 ГО), добре розчиняє моно- (1 ГО) та дисахариди (2 ГО),
частково розчиняє трисахариди (3 ГО), які таким чином повністю (1,2 ГО) чи
частково (3 ГО) зникають із хроматографічного спектру, що демонструє Рис.1.

Тому цю суміш корисно застосовувати у разі необхідності вилучення з
біологічного матеріалу моно-, ди- та трисахаридів.

Порівняння спектрів, отриманих після такого очищення, показало, що повнота
елюції різна при застосуванні різних носіїв – найвища з хроматографічного паперу,
недостовірно нижча (р>0,05) з дисків і достовірно нижча (р<0,001) з карточок
Гатри, що демонструє Рис.2. Рівень елюції з дисків та карточок Гатрі порівнювали з
елюцією з найбільш ефективного носія – хроматографічного паперу. Ефективність
останнього була прийнята за 100%.

Деяка різниця між хроматографічним папером та дисками, які зроблені з такого
ж Whatman- матеріалу, може бути пов’язана із їх різною товщиною. Папір для
хроматографії має меншу (0,36 мм) та більш рівномірну по всій площині товщину,
що дуже важливо при його використанні у паперовій хроматографії. Диски
використовують у антибіотичних дослідженнях, тому вони товстіші – 0,92 мм і не
мають високих вимог у рівномірності.

1          2           3        4        5      6    7    8  ГО
Рис.1. ВЕРХ-спектри декстрану з різних носіїв при застосуванні cуміші н-

бутанолу, етанолу та Milli-Q™ H2O  у пропорції 4:1:1.
Паперові носії: I - хроматографічний папір, II - диск,  III - карточка Гатри.
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Рис.2. Порівняння ефективності елюції декстрану з різних носіїв. Елюція з
хроматографічного паперу прийнята за 100%

Головним складником суміші для очищення, що впливає на зникнення із
спектру окремих вуглеводів, є вода. Тому варіювання її часткою від 1 до 0,5 та 0,25
змінює хроматографічний спектр стосовно моно-, ди- та трисахаридів - рис 3. При
зменшенні частки води ці вуглеводи пропорційно не вимиваються з паперового
носія при очищенні біоматеріалу і тому залишаються у хроматографічному спектрі.
Але навіть співвідношення складових 4:1:0,25 не дозволяє повністю зберегти у
спектрі концентраційні пропорції 1,2 та 3 піків, про що свідчить наведений рисунок.
Тому, якщо ці піки необхідні для дослідження, має сенс вводити коефіцієнт
зберігання для кожного з них, використовуючи в якості стандартів спектри
іммобілізованого декстрану та декстрану після прямого маркування.

I

II

III

1          2           3        4        5      6    7    8  ГО

Рис.3. ВЕРХ-спектри декстрану з диску при застосуванні суміші н-бутанолу,
етанолу та Milli-Q™ H2O  у пропорції: I  -  4:1:0,5, II -   4:1:0,25   у порівнянні з
прямим маркуванням - III.
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Для встановлення абсолютної повноти елюції отримані з різних носіїв спектри
порівнювали зі спектрами декстрану після прямого, без нанесення на папір, 2АА-
маркування. Незалежно від типу паперового матриксу, чим вище молекулярна маса
полімеру глюкози, тим краще він елююється з носія – Рис.4.
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Рис.4. Порівняння ефективності елюції декстрану з різних носіїв відносно
прямого маркування. Різниця вірогідна для хроматографічного паперу при р < 0,01,
для дисків та карточок Гатри при р<0,001.

Для покращення екстрагування застосовували попередню обробку паперових
носіїв. Їх промивали до нанесення декстрану, а потім висушували. Крім того,
перевіряли вплив повного чи часткового просушування нанесеного на папір зразка.
Однак усі ці заходи не впливали на хроматографічний спектр і не можуть бути
рекомендовані для підвищення екстракції.

Оскільки планується вивчати олігосахариди сечі, то перевірили, чи змінює
хроматографічний спектр сечовина – Рис.5.

Рис.5. Вплив сечовини на ВЕРХ-спектр гідролізованого декстрану:
I  -  вода,  II  -  декстран у воді,  III  -  декстран у сечовому буфері,  IV  -  сечовий
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Для цього гідролізований декстран розчиняли у сечовому буфері та, крім того,
перевіряли спектр самого концентрованого сечового буферу в порівнянні з водою.
Як свідчить рисунок, сечовий буфер не екстрагує додаткових речовин з паперу, які
б впливали на хроматографічний спектр олігосахаридів, та не змінює рівень
екстракції їх з паперових носіїв.

Використання хроматографічного паперу для збору та транспортування зразків
дозволяє провести попереднє очищення та частковий розподіл вуглеводів шляхом
паперової хроматографії, але при цьому може втрачатися частина матеріалу.
Паперова хроматографія 2-АА-маркованих гліканів з трансферину показала, що при
ретельному дотриманні процедур втрати можуть бути мінімальні і не перевищувати
5-10% – Рис.6.

Рис.6. ВЕРХ-спектри гліканів трансферину після паперової хроматографії та
після прямого маркування: I - паперова хроматографія, II - пряме маркування

ВИСНОВКИ

1. Порівняння якості екстракції олігосахаридів з хроматографічних дисків,
карточок Гатри чи хроматографічного паперу показало, що усі вони можуть
застосовуватися для іммобілізації біологічної матеріалу при вивченні ВЕРХ-
спектрів олігосахаридів, але найкращий  результат дає хроматографічний папір.
Як показав аналіз вуглеводів з трансферину, більш ніж 90%
високомолекулярних олігосахаридів може бути елюювано з цього носія.

2. Попередня обробка дисків, карточок Гатри чи хроматографічного паперу
(промивка та сушка до та після нанесення декстрану)  не впливає на якість
екстракції гліканів.

3. Застосування сечового буферу замість води для розчинення досліджуваних
зразків гідролізованого декстрану чи олігосахаридів трансферину також не
оказувало дії ні на рівень екстракції з паперових носіїв,  ні на якість ВЕРХ-
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спектрів. Це дозволить використати паперові носії для вивчення ВЕРХ-спектрів
олігосахаридів сечі.

4. Головний вплив на рівень екстракції мали пропорції суміші (н-бутанол, етанол
та Milli-Q™ H2O) для попереднього очищення іммобілізованого матеріалу.
Зменшення частки води з 1  до 0,25  дозволило елюювати весь склад
гідролізованого декстрану по всій шкалі піків та всі вуглеводи з трансферину.
Коли ж є необхідність вилучити моно-, ди- та частково трисахариди із
матеріалу, що аналізується, краще використовувати цю суміш у пропорції 4:1:1.

ПОДЯКИ

Роботу було виконано при підтримці міжнародного гранту EMBO (ASTF209-
2007) та Інституту глікобіології Оксфордського університету (м.Оксфорд, Велика
Британія) у лабораторії доктора Террі Д. Баттерса (Terry D.Butters).
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	В работе исследованы некоторые механизмы, лежащие в основе изменения содержания тестостерона и прогестерона в сыворотке крови крыс – самцов при алиментарной нагрузке холестерином в течении 21 недели. В результате исследований было установлено, содержание прогестерона было выше аналогичных показателей животных контрольной группы. Что касается уровня тестостерона, то до 12 недели он был ниже контрольных величин, а, начиная с 15 недели и до конца исследований, превышал таковые. Обсуждаются возможные причины перераспределения в биосинтезе данных стероидных гормонов в условиях нагрузки холестерином.
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	Специально разработанные бумажные субстраты очень удобны для сбора, хранения и пересылки биологических образцов и широко используются (в основном для крови и сыворотки) по всему миру. В данной работе сравнивался уровень экстрагирования углеводов с разных бумажных носителей (карточек Гатри, хроматографических дисков Grade AA Discs и хроматографической бумаги 3mm Whatman) для оценки их использования с этой же целью при изучении ВЭЖХ-спектров олигосахаридов. Хроматографические профили гидролизированного декстрана и гликанов трансферрина показали, что все исследованные матриксы позволяют получить адекватные спектры. Однако, более высокий уровень экстракции с хроматографической бумаги и возможность использования ее для предварительной очистки иммобилизированного материала указывают на этот носитель, как лучшую альтернативу в случае необходимости.
	Супотницкий М.В. [7] считает, что вспышки чумы в г.Одессе помимо завоза судами, также связаны с пульсирующим проявлением реликтового причерноморского очага чумы существовавшего до середины ХYIII столетия, который периодически давал о себе знать незаметными эпизоотиями и эпидемическими проявлениями. Такие природные очаги чумы вполне могли неопределенно долго существовать в Причерноморье, поскольку для их активизации и функционирования на тот период имелись все необходимые экологические, в том числе ландшафтные и фаунистические условия.
	Ландшафтно-географические и эколого-фаунистические предпосылки проявления активности очагов чумы
	До середины ХYIII столетия, когда началось массовое освоение степей и других биомов на территории современной Украины, а также их трансформация, существовали благоприятные ландшафтные и биоценотические условия для проявления активности реликтовых природных очагов чумы. Однако, коренная перестройка исконных биогеоценозов с природной очаговостью в результате антропогенной трансформации ландшафтов, а также сокращение ареалов и реальное исчезновение обширных поселений многих основных носителей возбудителя могли привести к фактическому подавлению активности очагов чумы [12].
	Одними из основных носителей возбудителя чумы, как в очагах Причерноморья, так и на сопредельных территориях в границах современной Украины, в поселениях которых через эпизоотии могла проявляться активизация очагов чумы в прошлом, вероятно, могли являться обычные и даже многочисленные в разные исторические времена обитатели природных биогеоценозов, среди которых были: степной сурок (Marmota bobac), малый суслик (Spermophilus pygmaeus), европейский суслик (Spermophilus citellus), крапчатый суслик (Spermophilus suslicus), обыкновенный хомяк (Cricetus cricetus), черная (Rattus rattus) и серая крысы (Rattus norvegicus), серый хомячек (Cricetulus migratorius) [12] и др. Причем, последний вид, как один из высокочувствительных и высоковосприимчивых к возбудителю чумы грызунов, вероятно, имел высокую численность на территории, где сегодня располагается город Одесса, поскольку по данным археологических раскопок, только в одной точке одесских катакомб в понтическом известняке обнаружено около 100 особей этого вида [12].
	Кроме указанных, в эпизоотии чумы, в ее природных очагах  Причерноморья, также могли вовлекаться и многие виды мышевидных грызунов, занимающие в этом регионе обширные ареалы с флуктуирующей численностью, среди которых в степной и лесостепной зонах наиболее массовыми были домовая мышь (Mus musculus) и обыкновенная полевка (Microtus arvalis). На некоторых территориях современной Черкасской, Херсонской и Крымской областей обычными были также и высоковосприимчивые к чуме тушканчики рода Alactaga [12]. А один из указанных видов грызунов - ключевой резервуар возбудителя чумы - степной сурок или байбак, по мнению Абеленцева В.И. [13] охватывал обширный ареал на территории Украины. В этот ареал входили также и территории современных областей Полесской зоны, включая Волынскую, Ровенскую и Житомирскую [12, 13]. Байбак, достигая периодически высокой численности, вовлекался в эпизоотии чумы, на фоне которых возникали локальные вспышки заболеваний и эпидемии. Чумой, возникшей от степных сурков, болели люди – факт, зарегистрированный в 1854-1855 годах в районе степного города Бердянска, расположенного на побережье Азовского моря [13]. Кроме Одессы и прилегающих территорий чума периодически проявлялась и в других регионах черноморского побережья, в том числе и в Бессарабии в (1812, 1819, 1824–1825, 1829, 1835–1837), вспышки которой, никак не были связаны с завозом возбудителя морским путем [14].
	Учитывая многочисленные исторические факты, следует признать существование в прошлом, вплоть до начала ХХ столетия обширного реликтового природного очага чумы на обширных территориях Северного-Западного Причерноморья и прилегающих к нему территорий.
	Исторические данные свидетельствуют о том, что сплошная распашка больших пространств очаговой территории с ежегодным использованием ее под монокультуры (или сплошная антропогенная трансформация ландшафтов на больших территориях), при которой катастрофически и необратимо нарушаются местные биоценозы, приводит к исчезновению основных экологических условий существования очага и, прежде всего, его резервуаров [14].
	Антропогенная трансформация степей резко отразилась на многих видах степной биоты, в том числе на степных сурках, обыкновенном хомяке, сером хомячке, европейском, малом и крапчатом сусликах [4, 15], а также на обитании черной крысы – одного из основных резервуаров возбудителя чумы в Северо-Западном Причерноморье. Причем, следует отметить, что черная крыса была исконным обитателем Причерноморья, где по данным раскопок она встречалась в Очаковском районе, в зоне греческой колоний «Ольвия» Николаевской области [12, 16]. В 30-50-хх годах ХХ столетия она обитала в Киеве и в Одессе [16, 17]. В настоящее время черная крыса спорадично обитает на южном берегу Крыма [18]. Иногда формирует временные поселения в портах Одессы и Ильичевска [19]. Степной сурок, как один из основных носителей возбудителя чумы, охватывая обширный ареал на территории Украины, и имея высокую численность, вовлекался в эпизоотии чумы, на фоне которых чумой болели и люди в 1854-1855 годах в районе Бердянска [4]. Но к началу ХХ столетия численность его сокращалась, и в 30-х годах он встречался лишь в нескольких районах Донецкой и Харьковской областей [17]. Вероятно, эти природные очаги вместе с носителями возбудителя чумы последними исчезли с территории Северного Причерноморья [14]. Однако, мы полагаем, что говорить о полном исчезновении природных очагов чумы на огромных просторах степного Причерноморья, видимо, рано. Наши знания в области экологии таких опасных возбудителей, особенно некоторые их специфические свойства в межэпизоотический период, еще недостаточны с тем, чтобы гарантировано утверждать о невозможности проявления их эпизоотийной и эпидемической агрессивности  при стечении благоприятных для них экологических обстоятельств. В этой связи, власти Одессы должны быть предельно осторожными в принятии решении по любым видам использования территорий массового захоронения погибших от чумы людей, прежде всего известной во всем мире горы «Чумки», бывшего чумного кладбища на территории нынешнего парка им.Т.Шевченко и других мест погребения умерших от чумы.
	Кроме того, результаты многолетнего мониторинга численности и территориального распределения наиболее важных основных носителей возбудителя чумы – серой и черной крыс, проводимый нами, как в урбанизированных ландшафтах г.Одессы, так и в портах Северо-Западного Причерноморья в последние десятилетия, свидетельствует о высокой численности в настоящее время серой крысы. Так, например, в подвалах ряда жилых домов города Одессы в настоящее время она может достигать 50 особей на один 9 этажный дом. При этом, нами установлено, что размножение серых крыс в таких условиях происходит непрерывно в течение всего года, что связано с благоприятными кормовыми и защитными условиями [22]. Высокая численность этого вида регистрируется и на всевозможных временных свалках, особенно, на главной свалке города Одессы, где этого грызуна можно наблюдать активным в любое время суток, и численность его, по данным УНИПЧИ, насчитывает тысячи особей. Значительная численность этого вида наблюдается и в его природных поселениях дельты Дуная и дельты Днестра, где серые крысы обитают круглогодично как дикие грызуны [23]. Численность серой крысы в портах Одессы и Ильичевска периодически колеблется в зависимости от ряда факторов, главным из которых является эффективное проведение профилактических работ на объектах и территории портов [24]. В отдельные годы в портах Одессы и Ильичевска появляется черная крыса, однако ее численность незначительна, хотя  в 60 годах ХХ столетия ее доля в отловах достигала еще 22,6% [24, 25]. На сопредельных с портами территориях обитают различные виды мелких млекопитающих, способные также выступать в качестве прокормителей блох и иксодовых клещей и вовлекаться в эпизоотийные процессы в очагах туляремии и ряда других природно-очаговых инфекций, особенно в пики их численности [26, 27]. Именно с учетом накопленных противочумной службой данных о видовом составе, численности и территориальном распределении потенциальных резервуаров возбудителя чумы, следует считать, что в Причерноморье, несмотря на масштабную деградацию ландшафтных условий и полное исчезновение, либо резкое сокращение численности многих, важных в эпидемическом отношении грызунов, еще сохранились определенные потенциальные эколого-фаунистические условия, которые могут послужить эпизоотологическим индикатором, в случае активизации реликтовых природных очагов чумы.
	Скляр В.Г. Размерная структура древостоев сосны обыкновенной в лесах Новгород-Северского Полесья / В.Г. Скляр // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 4. – С. 292-302.
	Проведена оценка величин размерных параметров деревьев и размерной структуры древостоев сосны обыкновенной в разных лесных фитоценозах Новгород-Северского Полесья. Раскрыты особенности и закономерности формирования размерных характеристик данной породы на фоне влияния ведущих экологических факторов.
	Харковлюк-Балакина Н.В. Информационный подход к психофизиологической диагностике профессиональной адаптации человека в естественных и экстремальных условиях труда / Н.В. Харковлюк-Балакина, Ю.П. Горго // Ученые записки Таврического национального университета им. В.И. Вернадского. Серия «Биология, химия». – 2011. – Т. 24 (63), № 4. – С. 332-341.
	В результате проведения комплексной психофизиологической диагностики функционального состояния организма в условиях влияния лимитирующих факторов рабочей среды и использования информационной оценки параметров работоспособности людей разных профессиональных групп были выявлены возрастно-стажевые особенности проявления адаптационных механизмов к условиям трудовой деятельности, которые характеризуют дифференциальные критерии профессиональной адаптации человека, а именно: функциональный возраст и темп старения человека, скорость переработки информации, психомоторная и умственная работоспособность.
	В результате проведения комплексной психофизиологической диагностики функционального состояния организма в условиях влияния лимитирующих факторов рабочей среды и использования информационной оценки параметров работоспособности людей разных профессиональных групп были выявлены возрастно-стажевые особенности проявления адаптационных механизмов к условиям трудовой деятельности, которые характеризуют дифференциальные критерии профессиональной адаптации человека, а именно: функциональный возраст и темп старения человека, скорость переработки информации, психомоторная и умственная работоспособность.
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	Примечание: среднее значение ( стандартная ошибка; * отличие от контрольной группы на уровне p<0,05; ** -  p<0,01; *** p<0,001
	В Табл. 2 приведены средние показатели вариационного и спектрального анализа ВСР, полученные при проведении активной ортостатической пробы у спортсменов после проведения учебно-тренировочных сборов на уровне моря и в горах.
	На основе сравнительного анализа данных, приведенных в таблице 2, можно прийти к выводу, что в целом у спортсменов обеих групп наблюдается адекватная реакция сердечно-сосудистой системы на данную функциональную пробу. Однако у спортсменов, проведших учебно-тренировочный сбор на уровне моря, при проведении активной ортопробы наблюдается несколько большее напряжение регуляторных систем организма. На это указывают достоверно (p<0,05) более высокие значения ИН. Большее напряжение функциональных систему данных спортсменов может быть обусловлено избыточной активацией симпатического отдела вегетативной нервной системы, что подтверждают высокие значения АМо и LF, а также достоверно (p<0,05) более высокие мощности сверхвысокочастотной компоненты (VHF) в спектре ВСР.
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	Morphologycal peculiarities of H. officinalis seeds have been described, their laboratory and field germination and germination energy have been determined. Terms fo keeping seeds and optimal terms for their sowing have been found out.
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