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сочетания SK+Т. Через 20 мин и 24 ч  клетки отмывали и определяли в них уровень АТР-, а также 
I (мкМ) Са2+- и II (мМ) Са2+-протеолиза.

В данной модели изменения уровня протеолиза под действием SK существенно отличались от 
таковых при культивировании клеток РС12 в дефицитной по белкам питательной среде (В. Н. Никан-
дров и соавт, 2003). 

Так, в анализируемом случае добавки SK во всем диапазоне концентраций снижают уровень 
АТР-активируемого протеолиза на 10–19% (Р < 0,05), а не усиливают его как при дефиците протеи-
нов в среде. Уровень I (мкМ)Са2+- и II (мМ) Са2+-активируемого протеолиза клеток феохромоцитомы 
под действием SK в обогащенной протеинами питательной среде падает соответственно на 25–50 и 
65–100% (Р < 0,05), тогда как при дефиците протеинов в среде изменения II (мМ) Са2+-активируемого 
протеолиза имеют более сложную концентрационную зависимость с зоной существенного нараста-
ния этого типа протеолиза.

В использованной концентрации Т сам заметно не влияет на уровень АТР-активируемого протео
лиза в клетках указанной культуры, вызывая в них угнетение I (мкМ) Са2+-активируемого протеолиза 
через 20 мин и 24 ч на 57–59%, а также II (мМ) Са2+-активируемого протеолиза через 20 мин на 90% и 
усиление его к 24 ч на 70% (Р < 0,05). 

Добавка в среду одновременно SK+Т мало изменяет действие SK на АТР-активируемый протео
лиз. Уровень I (мкМ) Са2+-активируемого протеолиза при этом через 20 мин при концентрации SK 
1000 МЕ/мл не отличается от контроля, при 100 или 1,0 МЕ/мл SK подавляется сильнее в 1,7 и 1,9 раза 
соответственно по сравнению с одной SK. Через 24 ч не наблюдается принципиальной разницы в дей-
ствии SK или SK+Т. Добавление SK+Т через 20 мин уменьшает угнетение II (мМ) Са2+-активируемого 
протеолиза при концентрации SK 10,0 МЕ/мл до 22%, а при концентрации ее 100 или 1,0 МЕ/мл – до 
73–75%. Однако 24 ч добавление SK+Т полностью снимает активацию этого протеолиза при мини-
мальной концентрации SK, а при ее концентрации 1,0, 10,0, 100 МЕ/мл ведет к возрастанию его на 83, 
58 и 90% соответственно при угнетении на 85% в случае максимальной концентрации SK.

Это подтверждает ранее сделанное нами заключение о зависимости эффекта SK от функциональ-
но-метаболического состояния клеток. Далее, поскольку SK и в концентрации 0,1 МЕ/мл (5∙10–10 М) 
существенно влияет на протеолиз клеток, есть основания считать, что ее эффект реализуется через 
рецепторы мембраны. Природа и локализация рецепторов SK и Т различны, поэтому действие вари-
антов SK+Т аддитивно лишь в отдельных случаях.
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Протеиназы Pseudomonas aeruginosa играют двоякую роль: они не только регуляторы метабо-
лизма микробной клетки, но и факторы патогенности госпитальных штаммов при псевдомонадной 
инфекции. Учитывая важную роль как фактора патогенности коллагеназ (желатиназ) P. aeruginosa 
основное внимание в данном разделе работы было сосредоточено именно на желатинолитических 
протеиназах.

Методом лизиса протеина-субстрата в тонком слое агарового геля изучено воздействие ряда эф-
фекторов на желатинолитическую активность (при рН 7,5) бесклеточных супернатантов бульонных 

регуляція метаболічних процесів та клітинних функції



183ISSN 0201 — 8470. Ukr. Biochem. J., 2014, Vol. 86, № 5 (Suppl. 1)

культур в конце логарифмической фазы роста госпитальных  штаммов P. aeruginosa: 23/2гоб1 (наи-
более активный продуцент пиоцианина), 23/2гоб2 (имеет наивысшую общую гемолитическую актив-
ность и таковую активность сине-зеленых пигментов), 74/5гоб3 (терморезистентный гемолиз прояв-
ляется только с 10 ч роста культуры микроорганизма и в отсутствие добавок о-фенантролина). Все 
исследования выполнены пятикратно, результаты обработаны статистически. Цифровые значения из-
менений приведены ниже только в случаях статистически значимых изменений (Р ≤ 0,05).

Добавки к супернатантам культуральной жидкости NH4Cl или (NH4)2SO4 в конечной концентра-
ции 10–3 М не вызывают значимых изменений желатинолитической активности всех трех штаммов: 
изменения не превышают 20%. Внесение NH4Br или KBrO3 в такой же концентрации ведет к усилению 
расщепления желатина протеиназами штаммов 23/2гоб1 и 23/2гоб2 на 29–36% (Р < 0,05), а в случае 
шт. 74/5гоб3 – на 59–65% (Р < 0,05). При добавлении в супернатанты культуральной жидкости NH4OH 
в конечной концентрации 0,36 М подобный эффект у шт. 23/2гоб1, 23/2гоб2 и 74/5гоб3 составил по 
сравнению с контролем 315, 243 и 189% соответственно. Это может быть обусловлено возрастанием 
рН системы. Но данный эффект нуждается в отдельном углубленном исследовании. 

Никотинат в конечной концентрации 10–3 М резко угнетает желатинолитическую активность шт. 
23/2гоб1, 23/2гоб2 и 74/5гоб3 на 37, 42 и 53% соответственно (при концентрации эффектора 10–2 М на-
ступает полная блокада; все изменения – Р < 0,05). В смеси с 6-аминогексановой кислотой (6-АГК) ин-
гибирующий эффект никотината в концентрации 10–3 М усиливается до 53, 63 и 67% соответственно, 
хотя сама  6-АГК влияния не оказывает. 

NAD в конечной концентрации 10–3 М угнетает лишь протеиназы штамма 74/5гоб3 на 30%, су-
щественно не влияя на энзимы остальных штаммов, тогда как NADP подавляет активность желати-
наз всех трех штаммов на 25–32%. Восстановленные формы пиридиновых нуклеотидов оказывают 
стимулирующее влияние на желатинолитическую активность. Однако к NADH были чувствительны 
энзимы штамма 74/5гоб3: активность возростает на 29%, тогда как при добавлении NADРН повыша-
ется желатинолитическая активность протеиназ шт. 23/2гоб1, 23/2гоб2 и 74/5гоб3 всех штаммов на 34, 
26 и 86% соответственно.

Данные материалы свидетельствуют о важности пиридиновых нуклеотидов в регуляции жела-
тинолитических протеиназ патогенных штаммов псевдомонад. Однако эффект восстановленных и 
окисленных форм NAD(P), видимо, определяется метаболической спецификой штаммов, в данном 
случае – накоплением сине-зеленых пигментов.
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Изучение устойчивости клеток к стрессовым воздействиям является актуальной задачей совре-
менной биологии. Среди большого количества факторов, определяющих такую устойчивость, мож-
но выделить энергетический статус клетки. Основным энергетическим источником в эритроцитах 
млекопитающих является АТР. Снижение концентрации АТР в эритроцитах приводит к изменению 
их вязко-эластичных свойств, динамического состояния липидного бислоя, функционирования ряда 
энзимных и транспортных систем.

Целью работы было исследовать влияние истощения по АТР эритроцитов млекопитающих (чело-
век, бык, лошадь) на их устойчивость к гипотоническому стрессу. 
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