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It should be emphasized that the formation of 
beta-structured fibrils is guaranteed to pass through 
the stage of formation of nano-scale aggregates, which 
in solution are some kind of nano-fluids. The study of 
this aggregative state, as well as methods for its 
preparation, is the subject of many research papers. 
Our results prove for the formation of such aggregates 
at preeclampsia. The similar structure is represented 
by Bence-Jones protein. The same regularities ac-
company the self-damage of protein preparations, 
leading to the formation of nano-scale beta-aggregat-
ed impurities. Due to the limitations of Abbe, such 
aggregates are invisible but due to the rigid fixing of 
the denatured structure they are immunogenic. There 
is a reasonable opinion that exactly the aggregated 

inclusions cause the immune complications at the 
insulin preparations usage. Even more, such aggre-
gates may be the most reasonable cause of the de-
velopment of local amyloidosis . The list of such 
complications can be extended to infinity since the 
considered mechanisms cover the whole variety of 
protein preparations. There are no differences, are 
these preparations of native or transgenic origin. Is 
there a great benefit from obtaining highly active and 
super-purified protein, if the patterns of changes in its 
structure during production and storage guarantee the 
formation of an immunogenic impurity? That’s why the 
understanding of the regularities of formation of beta-
aggregates, as well as the improvement of methods 
for their identification, are of considerable value for 
biotechnology and medicine. 

THE INTEGRATED CELLULAR RESPONSE IN FRESHWATER ANIMALS 
EXPOSED TO SYNTHETIC METAL-CONTAINING NANOMATERIALS

GnatYSHYna l.l.1,2, StoiKa r.S.3, SoKoloVa i.M.4,  
ZaicHenKo o.S.5, falfuSHYnSKa H.i.1, Stoliar o.B.1
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Engineered nanoparticles (NPs) are a growing 
environmental concern due to the high production 
volumes and release into the environment, yet their 
adverse effects and underlying mechanisms in living 
organisms are not yet well understood. Bivalve mol-
lusks such as mussels are the main filter-feeders of 
surface water exposed to suspended nanoparticles. 
Therefore, mussels are excellent model species for 
the study of the biological effects of synthetic metal-
containing nanomaterials. In a series of experiments, 
we investigated the effects of cobalt-, zinc-, and tita-
nium-containing nanoparticles on freshwater bivalves 
and the potential modulation of these effects by com-
mon co-occurring environmental stressors. Male 
specimens of Anodonta cygnea or Unio tumidus were 
exposed for 14 days to metal-containing nanoparticles, 
corresponding concentrations of metal ions and/or 
with combined effect of environmental stressors, such 
as: Co-containing nanoscaled polymeric complex 
(Co-NP, 833 µg·L-1), Co2+ (Co, 50 µg·L-1, CoCl2), a 
polyme ric vinyl pyrrolidone (NVP), 5-(tertbutylperoxy)-
5-methyl-1-hexene-3-yne (VEP) and dimethyl ami-
noethyl methacrylate (DMAEM) (PS, 783 µg·L-1), 
TiO2 NP (1.25 μM), TiCl4 (Ti, 1.25 µM), Zn2+ (3.1 µM), 
ZnO NP (3.1 µM) at 18 °C, and ZnO NPs at 25 °C 

(ZnO + t◦). The assays included the measurement of 
metal content (Cu, Zn, Cd, Co), total (MT-SH) and 
metalated (MT-Me) metallothionein levels, reduced 
and oxidized glutathione (GSH and GSSG) concentra-
tions. The oxidative stress indices (superoxide dis-
mutase (SOD) activity, the rates of oxyradical (ROS) 
formation, lipid peroxidation (LPO) levels, and lipofus-
cin accumulation) were examined. The indices of 
metabolic disorders including lactate/pyruvate ratio 
and autophagic activity of cathepsin D, lysosomal 
membrane destabilization and cytotoxic markers (DNA 
instability and caspase-3 acti vity) were also deter-
mined. 

The mollusks of Co-exposed groups showed in-
duction of MTs shown by elevated MT-SH level. 
Moreover, Co2+ exposure led to the increased Zn, Cd 
and Co binding to MT (MT-Me), induced apoptosis 
and lysosomal membrane destabilization. The re-
sponses to Zn-containing exposures were diffe rent 
depending on the form of Zn and additional stressors. 
Particularly, hyperthermia distorted the effect of ZnO 
NP. It was reflected by the activities of caspase-3 and 
lysosomal cathepsin D. At 18 °C, exposures to ZnO 
NP led to a prominent up-regulation of MT-SH levels 
(by ~30%) and signs of oxidative stress (elevated SOD 
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activity and ROS production). The characteristic fea-
ture of the cellular response to ZnO NP exposure in-
dicated the interaction of the nanoparticles with the 
lysosomal compartment of the cell (stimulation of the 
lysosomal cathepsin D activity) and differed from the 
cellular signature of exposure to ionic Zn2+ (that in-
volved oxidative injury and up-regulation of caspase-3 
mediated apoptosis). The common feature of re-
sponses to all Ti-containing exposures was an increase 
of the metalated MTs despite the lack of an increase 
in the total level of MT-SH. A positive correlation be-
tween MT-Me and all indices of redox balance (the 
lactate and GSH levels and the lactate/pyruvate and 

GSH/GSSG ratios) was shown indicating the pre-
dominantly reduced state of MT in the Ti-containing 
exposures. Notably, TiO2 NP acted as antioxidants, 
whereas Ti4+ caused oxidative stress. 

Overall, our data indicate the particle-specific ef-
fect of NPs (revealed as the lysosomal disruption and 
activation of apoptosis) and an increase in MT levels 
in response to different metal-containing exposures 
attesting to the partial bioavailability of metals from the 
NPs in the bivalves. 

This work has been supported by the National 
Academy of Science of Ukraine and Ministry of Educa-
tion and Science of Ukraine (Project #34-10; M/4-2013; 
M/70-2017, 132B). 

ВПЛИВ ТЕМПЕрАТУрИ, гЕоМЕТрИЧНИХ ТА гІДроФІЛьНо-
гІДроФобНИХ ХАрАКТЕрИсТИК МоЛЕКУЛ КрІоПроТЕКТорІВ  
НА їХНЮ ЗДАТНІсТь До ПроНИКНЕННЯ КрІЗь ПЛАЗМАТИЧНІ 
МЕМбрАНИ ЕрИТроЦИТІВ ЛЮДИНИ

ГОРДІЄНКО О.І.
ІНсТиТУТ ПрОблеМ крІОбІОлОГІї І крІОМедициНи НАН УкрАїНи, хАркІв;
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Здатність кріопротектора проникати крізь клі-
тинну мембрану є однією з важливих характерис-
тик, що впливає на оптимальний режим кріокон-
сервування. Мета роботи – визначення проникності 
мембран еритроцитів людини до неелектролітів 
низки діолів із можливістю порівняння геометрич-
них та фізико-хімічних властивостей молекул в 
гомологічних рядах та серед структурних ізомерів 
і з'ясування впливу цих властивостей на їхню про-
никність крізь біологічні мембрани. Для досліджен-
ня було обрано низку полярних неелектролітів: 
етандіол (етиленгліколь), два структурні ізомери 
пропандіолу (1,2-пропандіол та 1,3-пропандіол), 
чотири структурні ізомери бутандіолу (1,2-, 1,3-, 
2,3- та 1,4-бутандіол) і гліцерин (пропантріол). 
Такий вибір речовин надав можливість оцінити 
вплив додавання тих чи інших груп в структурі 
молекул, а також розмірів молекул на їхню здатність 
до проникнення. Для визначення шляхів проник-
нення молекул крізь еритроцитарні мембрани та-
кож досліджено вплив інкубації еритроцитів із 
блокатором протеїнових каналів pCMBS на коефі-
цієнти проникності для перелічених речовин. Були 
отримані температурні залежності проникнення 
окремих кріопротекторів в діапазоні 37…0 °С та 
розраховані значення енергії активації цього про-
цесу. Коефіцієнти проникності мембран еритроци-
тів визначали шляхом суміщення експерименталь-
ної кривої гемолізу еритроцитів у водному розчині 
досліджуваного кріопротектора, отриманої мето-
дом малокутового розсіювання, з теоретичною 
кривою розрахованою за алгоритмом, створеним 

на підставі розробленої фізико-математичної мо-
делі гіпотонічного гемолізу у водному розчині про-
никаючої речовини.

Дослідження показали, що проникнення моле-
кул досліджених речовин здійснюється обома ві-
домими шляхами: протеїновими гідрофільними 
каналами сталого розміру, які блокуються сульф-
гідрильним реагентом, та крізь ліпідну фазу. Важ-
ливим чинником, що впливає на проникнення лі-
підним шляхом є ступінь гідрофобності молекул, 
який кількісно характеризується коефіцієнтом їх 
розподілу між гідрофільною та гідрофобною фаза-
ми. Коефіцієнт кореляції між коефіцієнтами про-
никності мембран нативних еритроцитів та коефі-
цієнтами розподілу є дуже високим і становить 
0,927. Інкубація ж еритроцитів з pCMBS приводить 
до ще більшої кореляції між цими величинами, яка 
набуває значення 0,996. Проникність крізь протеї-
нові гідрофільні канали характеризується критич-
ною залежністю від діаметра молекул. При пере-
вищенні цим параметром величини 4 Å коефіцієнт 
проникності суттєво зменшується для більш гідро-
фільних молекул. Для більш гідрофобних речовин, 
наприклад бутандіолів, зменшення проникності 
протеїновими каналами проявляється в зменшені 
відсотку блокування проникності, хоча загальна 
проникність зростає за рахунок збільшення про-
никності крізь ліпідний бішар.

Однією з важливих характеристик транспорт-
них процесів, які відіграють важливу роль в проце-
сах масообміну при кріоконсервуванні, є їх залеж-
ність від температури. Значення енергії активації 
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