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або специфічних антитіл, впливають на внутріш-
ньомітохондрійні кінази, задіяні у відкритті мітохон-
дрійної пори. Метою нашої роботи було визначити, 
зв'язування яких сайтів рецептора є необхідним/
достатнім для індукції таких конформаційних змін. 

Для цього було досліджено вплив ортостерич-
ного агоністу, позитивних алостеричних модулято-
рів (ПАМ) та неконкурентних антагоністів різних 
субтипів нАХР на вивільнення Цит С з мітохондрій 
печінки і мозку мишей C57Bl/6 дикого типу та но-
каутних за геном α7 субодиниці нАХР (α7-/-) під 
дією чинників, що впливають на різні сигнальні 
системи мітохондрій: 0,9 мкM Ca2+ (СаКМІІ-кіназа), 
0,5 мM H2O2 (Src-кіназа) або 1.0 мкM вортманіну 
(РІ3-кіназа). Рівень вивільненого Цит С та вміст 
субодиниць нАХР в мітохондріях визначали мето-
дом Сендвіч-ІФА з використанням специфічних 
антитіл. Статистичний аналіз достовірності відмін-
ності величин описаних експериментів обчислю-
вали за оne-way ANOVA (Origin Pro 9.0). Експери-
менти повторювали 3-5 разів. Значення при р<0,05 
розглядались як достовірні.

Показано, що кількість Цит С, вивільненого з 
мітохондрій мишей дикого типу під впливом Са2+, 
зменшується за присутності α7-специфічного аго-
ністу (PNU-282987) або ПАМ ІІ типу (PNU-120596, 
4BP-TQS та PAM-2-4), які не впливали на мітохон-
дрії α7-/- мишей. На відміну, вивільнення Цит С, 
стимульоване вортманіном, ефективно пригнічу-
валось β2-селективним ПАМ ІІ типу dFBr. Ці дані 
свідчили про те, що α7 і β2 субодиниці нАХР 
під’єднані до різних внутрішньомітохондрійних кі-
наз. За даними молекулярного докінг-аналізу 
(проведеному в лабораторії Х.Р.Аріаса, США), ПАМ 

ІІ типу зв’язуються у трансмембранному сайті нАХР. 
Отримані нами результати показали, що зв’язуван-
ня як ортостеричного (PNU-282987), так і тран-
смембранного (ПАМ ІІ типу) сайта α7β2 нАХР 
призводить до конформаційних змін, необхідних 
для інгібування СаКМІІ кінази, активації РІ3-кінази 
і пригнічення вивільнення Цит С. 

(±)-18-метоксикоронаридин (18-МС) та (+)-ка-
тарантин є неконкурентними антагоністами α3β4 
субтипу нАХР. Було встановлено, що вміст α3β4 
нАХР є вищим у печінці, ніж у мозку, та вищим у 
α7-/- мишей порівняно з мишами дикого типу. Від-
повідно, 18-МС достовірно знижував вивільнення 
Цит С з мітохондрій печінки мишей дикого типу, а 
також печінки та мозку α7-/- мишей. Подальші 
експерименти показали, що вплив 18-МС обумов-
лений пригніченням Src-кіназ (Н2О2) у мітохондріях 
мишей дикого типу та СаКМІІ кінази (Са2+) у мі-
тохондріях α7-/- мишей. На відміну, катарантин 
пригнічував вивільнення Цит С у 10 разів слабше, 
ніж 18-МС за дії як Ca2+, так і H2O2. Зважаючи на 
результати докінг-аналізу, сигналювання α3β4 
нАХР для пригнічення Src-кінази є більш ефектив-
ним за умови зв’язування ліганду у трансмембран-
ному сайті між двома різними субодиницями (α3 і 
β4, 18-МС), ніж між двома однаковими β4 субоди-
ницями (катарантин).

Отримані результати демонструють необхідні 
для сигналювання структурні особливості мітохон-
дрійних нАХР, та свідчать про біологічну доцільність 
експресії гетеромерних (α7β2, α3β4) субтипів нАХР 
в мітохондріях, узгоджена дія яких забезпечує на-
дійний захист клітин від впливу різних апоптогенних 
чинників.

ЗВ’ЯЗУВАННЯ ФЕРУМУ ТРАНСФЕРИНОМ ПЛАЗМИ КРОВІ РИБ  
ЗА ВПЛИВУ ПІДВИЩЕНИХ КОНЦЕНТРАЦІЙ ІОНІВ Fe3+ У ВОДІ

ХОМЕНЧУК В.О., РАБЧЕНЮК О.О., МАРКІВ В.С., КУРАНТ В.З.
ТерНОПІльський НАцІОНАльНий ПедАГОГІчНий УНІверсиТеТ ІМ. вОлОдиМирА ГНАТЮкА, 

УкрАїНА;
e-mail: khomenchuk@tnpu.edu.ua

Ферум є необхідним елементом для нормаль-
ної життєдіяльності риб. Недостатня кількість, як і 
надлишок цього металу, може бути лімітуючим 
чинником розвитку організму. Серед протеїнів, що 
безпосередньо пов’язані із регуляцією вмісту фе-
руму в організмі тварин, у тому числі і риб, слід 
виділити трансферин. Основною функцією цього 
протеїну плазми крові є транспорт феруму у рети-
кулоцити, де відбувається синтез гемоглобіну, а 
також підтримання на певному рівні співвідношен-
ня іонів Fe2+ та Fe3+. Разом з тим, трансферин тісно 
пов’язаний з імунною системою риб і бере участь 
у неспецифічних гуморальних механізмах захисту 

від бактеріальних інфекцій. Хоча менше 1 % фе-
руму в організмі риб зв’язано з трансферином – це 
найбільш лабільна форма феруму в організмі 
тварин. Тому значний інтерес представляє вивчен-
ня особливостей зв’язування феруму трансфери-
ном плазми крові риб за умов підвищених концен-
трацій іонів Fe3+ у воді.

Дослідження проведено на дворічках коропа 
(Cyprinus carpio l.) і щуки (esox lucius l.) з серед-
ньою масою 300-350 г. В експериментах риб утри-
мували в лабораторних акваріумах об’ємом 200 л 
з розрахунку 40 л на одну особину. Вивчали вплив 
іонів Fe3+ на риб в концентраціях 0,2 і 0,5 мг/дм3. 
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Необхідні концентрації іонів металу у воді створю-
вали внесенням солі FeCl3∙6H2O кваліфікації “х.ч.”. 
Період утримування риб в експериментальних 
умовах становив 14 діб. Кров для дослідження 
відбирали із серця риб, додавали гепарин та цен-
трифугували. В отриманій плазмі крові досліджу-
вали вміст феруму та концентрацію трансферину. 
Концентрацію феруму в плазмі крові визначали 
методом атомно-абсорбційної спектрофотометрії, 
кількість трансферину – турбідиметричним мето-
дом із використанням набору “Трансферин-турбі”. 
Насичення трансферину Ферумом розраховували 
як відношення концентрації металу плазми крові 
до загальної ферумзв’язуючої здатності трансфе-
рину і виражали у відсотках. Всі одержані експери-
ментальні дані опрацювали статистично з викорис-
танням t-критерію Стьюдента.

Аналіз одержаних результатів показав, що 
вміст феруму в плазмі крові коропа контрольної 
групи становив 1,42 мкг/мл та зростав за дії 0,2 і 
0,5 мг/дм3 іонів Fe3+ у 1,3 і в 1,2 раза відповідно. 
Одночасно із збільшенням кількості феруму в 
плазмі крові коропа мало місце пропорційне до 
концентрації іонів феруму (ІІІ) у воді збільшення 
вмісту трансферину – у 1,05 та 1,08 раза за дії 0,2 

і 0,5 мг/дм3 іонів Fe3+ у воді відповідно. При цьому 
максимальний показник насичення трансферину 
ферумом у коропа був відмічений за впливу  
0,2 мг/дм3 іонів Fe3+ – 43,5 % проти 35, 1 % кон-
трольного значення. 

Кількісні характеристики зв’язування феруму 
трансферином крові щуки за впливу підвищених 
концентрацій іонів Fe3+ у воді були відмінними від 
коропа. Відмічено максимальне акумулювання 
металу плазмою крові щуки (1,76 мкг/мл проти 
1,18 мкг/мл у контролі) за дії 0,5 мг/л іонів Fe3+. 
Разом із тим у плазмі крові щуки мало місце змен-
шення кількості трансферину в 1,13 та 1,15 раза 
за дії 0,2 і 0,5 мг/дм3 іонів Fe3+. 

Пропорційно концентрації іонів Fe3+ у воді зро-
став і показник насичення трансферину Ферумом 
у плазмі крові щуки. Так, у риб контрольної групи 
він становить 36,2 %, а у риб за дії 0,2 і 0,5 мг/дм3 
іонів металу – 44,8 і 62,4 % відповідно.

Отже, підвищений вміст іонів феруму (ІІІ) у воді 
призводить до зростання кількості металу в плазмі 
крові обох видів риб та збільшення показника на-
сичення трансферину ферумом (особливо у щуки). 
Дані показники можуть бути використані як біомар-
кери для оцінки забруднення водного середовища 
іонами Fe3+.

ДосЛІДЖЕННЯ сТрУКТУрНої ТоПогрАФІї оДНоТрИПТоФАНоВої 
ФорМИ МІНІ TYRRS B.TAURUS МЕТоДАМИ ФЛУорЕсЦЕНТНої 
сПЕКТросКоПІї

ЦУВАРЄВ О.Ю.1,2, ЗАЄЦЬ В.М.2, ЗУБ П.Е.1, КОРНЕЛЮК О.І.2
1київський НАцІОНАльНий УНІверсиТеТ ІМеНІ ТАрАсА ШевчеНкА, УкрАїНА;

2ІНсТиТУТ МОлекУлЯрНОї бІОлОГІї І ГеНеТики НАН УкрАїНи, київ;
e-mail: a.tsuvariev@gmail.com

Тирозил-тРНК синтетаза (TyrRS) є одним з 
ключових ензимів, задіяних в процесі біосинтезу 
протеїнів. Тирозил-тРНК синтетаза Bos taurus 
складається з двох структурних модулів: N-кінце-
вого каталітичного (міні TyrRS) та С-кінцевого ци-
токінподібного. В структурі міні TyrRS містяться три 
залишки триптофану W40, W87 та W283, локалі-
зовані відповідно в активному центрі ензиму, в ін-
терфейсі димеризації мономерів та в антикодон-
зв’язуючій ділянці протеїну. 

Метою даної роботи є дослідження структурної 
топографії мутантної однотриптофанової форми 
міні TyrRS, яка містить єдиний залишок триптофа-
ну W87 в області димеризації мономерів, за допо-
могою гасників флуоресценції акриламіду, йодиду 
калія та хлориду цезія.

Мутантна форма міні TyrRS була отримана 
методом сайт-спрямованого QuickChange мутаге-
незу з заміною в структурі протеїну кодонів трип-
тофану в положенні 40 та 283 на аланін. Експресію 

рекомбінантного каталітичного модуля TyrRS 
проводили в культурі e.coli штаму Bl21(de3)plyse, 
трансформованого плазмідою pET30a-39YRS-
W40,283/A з клонованою мутантною кДНК міні 
TyrRS. Очистку рекомбінантного протеїну здійсню-
вали методом афінної хроматографії на колонці з 
Ni-NTA агарозою. Флуоресцентні дослідження 
проводили за допомогою спектрофлуориметра 
Hitachi M850 при довжині хвилі збудження 295нм 
та емісії 340нм. Для пояснення отриманих експе-
риментальних даних була використана реконстру-
йована модель просторової структури міні TyrRS. 
Візуалізацію молекулярної поверхні досліджувано-
го ензиму проводили за допомогою програмних 
пакетів Chimera та PyMol.

Отримані дані гасіння триптофанової флуорес-
ценції мутантної форми міні-TyrRS свідчать про те, 
що триптофановий залишок W87 в структурі ензи-
му доступний для всіх використаних в роботі гас-
ників флуоресценції, що також підтверджується 
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