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• Փորձարարական և տեսական հոդվածներ •Экспериментальные и теоретические статьи• 

•Experimental and theoretical articles• 
 
 
Ð³Û³ëï³ÝÇ Ï»Ýë³μ. Ñ³Ý¹»ë, 1(69), 2017 

   
ՄԻԼԻՄԵՏՐԱԿԱՆ և ԴԵՑԻՄԵՏՐԱԿԱՆ ՏԻՐՈՒՅԹՆԵՐԻ ՃԱՌԱԳԱՅԹԱՀԱՐՄԱՆ 

ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՊՈՒՐԻՆԱՅԻՆ ՆՈՒԿԼԵՈՏԻԴՆԵՐԻ ԴԵԶԱՄԻՆԱՑՄԱՆ ՎՐԱ    C. 
guilliermondii НП-4 ԽՄՈՐԱՍՆԿԱՅԻՆ ԲՋԻՋՆԵՐՈՒՄ 

 
ՄԱՐՈՒԹՅԱՆ Ս.Վ., ՊԵՏՐՈՍՅԱՆ Գ.Հ., ՄԱՐՈՒԹՅԱՆ Ս.Ա.,  

ՆԱՎԱՍԱՐԴՅԱՆ Լ.Հ. 
 

ºñ¢³ÝÇ å»ï³Ï³Ý Ñ³Ù³Éë³ñ³Ý, Ï»Ýë³ùÇÙÇ³ÛÇ, Ù³Ýñ¿³μ³ÝáõÃÛ³Ý ¢ 
 Ï»Ýë³ï»ËÝáÉá·Ç³ÛÇ ³ÙμÇáÝ 

 
Æñ³Ï³Ý³óí»É ¿ C.guilliermondii НП-4 ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ åáõñÇÝ³ÛÇÝ ÙÇ³óáõÃÛáõÝ-

Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÝ»ñ ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÁ ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ¢ ¹»-
óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ïÇñáõÛÃÇ áãÇáÝ³óÝáÕ ×³é³·³ÛÃÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñ»Éáõó ¢ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ 
é»å³ñ³óÇ³ÛÇó Ñ»ïá: ¸ñë¢áñí»É »Ý ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñ åáÉÇýáëý³ï-
ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇª ²Îü-Ç, ²ºü-Ç, ¶Îü-Ç ¢ ¶ºü-Ç ¹»åùáõÙ, ÇÝãÁ, Ñ³í³Ý³μ³ñ, å³ÛÙ³Ý³íáñí³Í ¿ 
¿ùëïñ»Ù³É íÇ×³ÏáõÙ Ý»ñμçç³ÛÇÝ åáÉÇýáëý³ïÝ»ñÇ Ù»ï³μáÉÇ½ÙÇ ÇÝï»ÝëÇíáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛ³Ùμ: 

ØÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñ, ¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý³ÉÇùÝ»ñ, ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñ, ¹»½³ÙÇÝ³óáõÙ 
 
Осуществлено исследование дезаминирования пуриновых нуклеотидов в дрожжевых 

клетках C.guilliermondii НП-4, облученных в областях миллиметровых и дециметровых длин 
волн и после пострадиациоанной репарации. Были обнаружены изменения в интенсивности 
дезаминирования полифосфат-нуклеотидов АДФ, АТФ, ГДФ и ГТФ, что, по всей вероятности, 
обусловлено изменением интенсивности метаболизма полифосфатов клеток в экстремальных 
условиях. 

миллиметровые волны, децимертовые волны, нуклеотиды, дезаминирование 
 
The investigation of purinenucleotides deamination in yeast cells C.guilliermondii NP-4 

irradiated by millimeter and decimeter ranges of waves and after postradiation repair was realized. It 
has been shown that the changes in deamination intensity of polyphosphate-nucleotides ADP, ATP, 
GDP and GTP take place which perhaps can be conditioned with changes of metabolism of 
polyphosphate-nucleotides in cells in extreme conditions. 

miilimeter waves, decimeter waves, nucleotides, deamination 
 

Ü»ñÏ³ÛáõÙë, Ï³åí³Í  ßñç³å³ïáÕ ÙÇç³í³ÛñÇ ³Õïáïí³ÍáõÃÛ³Ý Ù»Í³óÙ³Ý Ñ»ï, 
³ñ¹Ç³Ï³Ý ËÝ¹Çñ ¿ ¹³ñÓ»É Ï»Ý¹³ÝÇ ûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ íñ³ ³ñï³ùÇÝ ÙÇç³í³ÛñÇ ³Ý-
μ³ñ»Ýå³ëï ³½¹³ÏÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛ³Ý ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ Ù»Ë³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ μ³ó³Ñ³ÛïáõÙÁ: 
Ø³ñ¹áõ ·áñÍáõÝ»áõÃÛ³Ý áÉáñïÝ»ñÇ ÁÝ¹É³ÛÝÙ³ÝÁ ½áõ·³Ñ»é, Ï³åí³Í ·Çï³ï»Ë-
ÝÇÏ³Ï³Ý ³é³çÁÝÃ³óÇ, Ñ³ïÏ³å»ëª μçç³ÛÇÝ Ñ»é³Ëáë³Ï³åÇ (ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ïÇñáõÛÃÇ 
³ÉÇùÝ»ñ) ¢ ³ÝÃ»É Ñ³Ù³ó³ÝóÇª Wi-Fi-Ç (¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ïÇñáõÛÃÇ ³ÉÇùÝ»ñ) û·ï³·áñÍ-
Ù³Ý Ñ»ï, Ù»Í³ÝáõÙ ¿ Ï»Ý¹³ÝÇ ûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ íñ³ »ñÏ³ñ³ÉÇù ×³é³·³ÛÃÙ³Ý ³½¹»-
óáõÃÛáõÝÁ: ´çç³ÛÇÝ Ñ»é³ËáëÝ»ñÇ û·ï³·áñÍáõÙÁ íï³Ý·³íáñ Ñ»ï¢³ÝùÝ»ñ áõÝÇ Ù³ñ¹áõ 
³éáÕçáõÃÛ³Ý Ñ³Ù³ñª ÁÝ¹Ñáõå ÙÇÝã¢ ·ÉËáõÕ»ÕÇ ¢ ë»é³Ï³Ý Ñ³Ù³Ï³ñ·Ç ï³ñμ»ñ 
ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝÝ»ñÇ, ³Û¹ ÃíáõÙª Ý³¢ ù³ÕóÏ»ÕÇ ½³ñ·³óáõÙÁ [2, 4], »ñÏ³ñ³ÉÇù ïÇñáõÛÃÇ 
³ÉÇùÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛ³Ùμ ÝÏ³ïíáõÙ »Ý μçÇçÝ»ñÇ Ã³Õ³ÝÃÝ»ñáõÙ Na-K–³Ï³Ý ³Ýóùáõ-
ÕÇÝ»ñÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñ, ÇÝãå»ë Ý³¢ª ¹ÇïíáõÙ ¿ ½·³ÉÇ ç»ñÙ³ÛÇÝ ³½-
¹»óáõÃÛáõÝ μçÇçÝ»ñÇ íñ³ [7]: Î»Ý¹³ÝÇ ûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñÝ ûÅïí³Í »Ý Ñ³ñÙ³ñíáÕ³Ï³Ý Ù»Í 

 



 

 7

ÑÝ³ñ³íáñáõÃÛáõÝÝ»ñáí, áñáÝù ÃáõÛÉ »Ý ï³ÉÇë Ýñ³Ýó í»ñ³åñ»É ¿ùëïñ»Ù³É å³ÛÙ³Ý-
Ý»ñáõÙ: ²Û¹ ÁÝÃ³óùáõÙ ûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ μçÇçÝ»ñáõÙ ëÏëáõÙ »Ý ·áñÍ»É áñáß³ÏÇ å³ßï-
å³Ý³Ï³Ý Ù»Ë³ÝÇ½ÙÝ»ñ, áñáÝù Ï³åí³Í »Ý Ýáñ ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÇ ëÇÝÃ»½Ç ¢ Ù»ï³μáÉÇÏ 
÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ¹ñë¢áñÙ³Ý Ñ»ï: ²Ûë ï»ë³Ï»ïÇó Ï³ñ¢áñ ¿ Í³Ûñ³Ñ»Õ å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ 
ëïáñ³Ï³ñ· ¿áõÏ³ñÇáïÝ»ñÇ, Ù³ëÝ³íáñ³å»ëª ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÇ Å³é³Ý·³Ï³Ý 
ÝÛáõÃÇ [3], ¸ÜÂ-Ç Ï³éáõóí³Íù³ÛÇÝ ÙáÝáÙ»ñÝ»ñ Ñ³Ý¹Çë³óáÕ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ÷áË³Ý³-
ÏáõÃÛ³Ý, ÇÝãå»ë Ý³¢ª ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÇ Ï³éáõóí³Íù³ÛÇÝ ¢ ýáõÝÏóÇáÝ³É 
÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñÇ áõëáõÙÝ³ëÇñáõÙÁ [1], áñÁ Ï³ñ¢áñ ÇÝýáñÙ³óÇ³ ¿ ï³ÉÇë μ³ñÓñ³-
Ï³ñ· ¿áõÏ³ñÇáïûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñáõÙ ¿ùëïñ»Ù³É å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ ¹ñë¢áñíáÕ ÷á÷áËáõ-
ÃÛáõÝÝ»ñÇ Ù³ëÇÝ: 

Ø»ñ  ³ßË³ï³ÝùÇ Ýå³ï³ÏÝ ¿ »Õ»É`  áõëáõÙÝ³ëÇñ»É åáõñÇÝ³ÛÇÝ ³½áï³ÛÇÝ 
ÑÇÙù»ñÇ, ÝáõÏÉ»á½Ç¹Ý»ñÇ ¢  ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óáõÙÁ   C. guilliermondii  HП-4  
ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ  μçÇçÝ»ñÁ  ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ¢ ¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³-
Ñ³ñ»ÉÇë ¢ μçÇçÝ»ñÇ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ  é»å³ñ³óÇ³ÛÇó Ñ»ïá: 

 
ÜÛáõÃ ¢ Ù»Ãá¹ 
Ð»ï³½áïáõÃÛ³Ý ûμÛ»Ïï »Ý Ñ³Ý¹Çë³ó»É C.guilliermondii НП-4 ËÙáñ³ëÝÏ»ñÁ: 

ÊÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÝ ³×»óí»É »Ý Ñ»ÕáõÏ ëÇÝÃ»ïÇÏ ëÝÝ¹³ÙÇç³í³ÛñáõÙ [1], Ã³÷³-
Ñ³ñáÕ ë³ñùÇ íñ³: ÊÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍÁ ÏáõÉïáõñ³É ÙÇç³í³ÛñÇó ³é³ÝÓÝ³ó-
í»É ¿ ó»ÝïñÇýáõ·Ù³Ý ÙÇçáóáí` 5000g ³ñ³·áõÃÛ³Ùμ, 10 ñáå» ï¢áÕáõÃÛ³Ùμ: ÊÙáñ³-
ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÁ Ãáñ³Í çñáí Éí³Ý³Éáõó Ñ»ïá áñáßí»É ¿ Ã³ó Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍÇ ÏßÇéÁ:  

C. guilliermondii НП-4 ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÇ ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñáõÙÁ - ÊÙáñ³ëÝÏ»ñÇ 
³×Ç ëï³óÇáÝ³ñ ÷áõÉáõÙ Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍÇ ÙÇ Ù³ëÁ »ÝÃ³ñÏí»É ¿ ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñÙ³Ý 
ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý (λ=6ÙÙ, υ=51.8ØÐó) ¢ ¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý (λ=30ëÙ, υ=1¶Ðó) ³ÉÇùÝ»ñáí, 
ë»ÝÛ³Ï³ÛÇÝ ç»ñÙ³ëïÇ×³ÝáõÙ, 45 ñáå» ï¢áÕáõÃÛ³Ùμ: 

ÊÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÇ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ í»ñ³Ï³Ý·ÝáõÙÁ - Ö³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í 
ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍÇ ÙÇ Ù³ëÁ »ÝÃ³ñÏí»É ¿ Ñ»ï³·³ ÇÝÏáõμ³óÇ³ÛÇ` μçÇçÝ»ñÇ 
í»ñ³Ï³Ý·ÝÙ³ÝÁ Ýå³ëïáÕ å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ (300C ç»ñÙ³ëïÇ×³Ý, 100ÙØ ·ÉÛáõÏá½Ç 
³éÏ³ÛáõÃÛáõÝ), áñáõÙ ³×»óí»É ¿ñ ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍÁ Ý³Ëù³Ý ×³é³·³Û-
Ã³Ñ³ñ»ÉÁ:  

æñ³ÉáõÍ ëåÇï³Ïáõó³ÛÇÝ ¿ùëïñ³ÏïÇ ëï³óáõÙÁ ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÇó -
ÊÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÁ ÙÇÝã¢ -100C ë³é»óÝ»Éáõó Ñ»ïá Ù³ÙÉí»É »Ý Ý³Ë³å»ë ë³-
é»óí³Í Ù³ÙÉÇãáí: Ø³ÙÉáõÙÇó Ñ»ïá ëï³óí³Í μçç³ÛÇÝ ÑáÙá·»Ý³ïÁ Ë³éÝí»É ¿ Ù³·ÝÇ-
ë³Ï³Ý Ë³éÝÇãÇ íñ³, 20 ñáå» ï¢áÕáõÃÛ³Ùμ, Ãáñ³Í çñÇ ÙÇç³í³ÛñáõÙª çñ³ÉáõÍ ëåÇ-
ï³ÏáõóÝ»ñ å³ñáõÝ³ÏáÕ ¿ùëïñ³Ïï ëï³Ý³Éáõ Ýå³ï³Ïáí: êï³óí³Í ÑáÙá·»Ý³ïÁ 
ó»ÝïñÇýáõ·í»É ¿ 25000g å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ, 20ñ ï¢áÕáõÃÛ³Ùμ: ì»ñÝëïí³ÍùáõÙ å³ñáõ-
Ý³ÏíáõÙ ¿ ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÇ çñ³ÉáõÍ ýñ³ÏóÇ³Ý: 

¸»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ÁÝÃ³óùáõÙ ³Ýç³ïí³Í ³ÙáÝÇ³ÏÇ ù³Ý³ÏáõÃÛáõÝÁ áñáßí»É ¿ 
´»ñïÉáÛÇ ·áõÝ³ÛÇÝ ý»ÝáÉÇ é»³ÏóÇ³ÛÇ Ù»Ãá¹áí [Martinek R.G., 1963]: 

²ñ¹ÛáõÝùÝ»ñ ¢ ùÝÝ³ñÏáõÙ 
²ßË³ï³ÝùÇ ³é³çÇÝ ÷áõÉáõÙ Çñ³Ï³Ý³óí»É ¿ åáõñÇÝ³ÛÇÝ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ (²ºü, 

²Îü, ²Øü, ¶ºü, ¶Îü ¢ ¶Øü), ÇÝãå»ë Ý³¢ª ÝáõÏÉ»á½Ç¹Ý»ñÇ (³¹»Ýá½ÇÝ, ·áõ³Ýá½ÇÝ) ¢ 
³½áï³ÛÇÝ ÑÇÙù»ñÇ (³¹»ÝÇÝ ¢ ·áõ³ÝÇÝ) ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõëáõÙÝ³ëÇñáõÙ ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý 
³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í ¢ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ é»å³ñ³óÇ³ÛÇ »ÝÃ³ñÏí³Í 
Candida guilliermondii НП-4 ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ:  

²½áï³ÛÇÝ ÑÇÙù»ñÇ ¢ ÝáõÏÉ»á½Ç¹Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý í»ñ³μ»ñÛ³É Ù»ñ 
ÏáÕÙÇó ëï³óí³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÇóå³ñ½í»É ¿, áñ ³¹»ÝÇÝ¹»½³ÙÇÝ³½, ³¹»Ýá½ÇÝ¹»½³ÙÇÝ³½, 
·áõ³ÝÇÝ ¹»½³ÙÇÝ³½ ¢ ·áõ³Ýá½ÇÝ ¹»½³ÙÇÝ³½ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÁ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝ ã»Ý óáõ-
ó³μ»ñáõÙ áã ã×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í, áã ¿Éª ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ïÇñáõÛÃÇ ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³Û-
Ã³Ñ³ñí³Í ¢ é»å³ñ³óí³Í ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ: ¸»½³ÙÇÝ³óáõÙ ãÇ ¹ñë¢áñí»É 
Ý³¢ ¶Øü-Ç ¹»åùáõÙ: äáõñÇÝ³ÛÇÝ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý í»ñ³μ»ñÛ³É ëï³ó-
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í³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÁ Ý»ñÏ³Û³óí³Í »Ý ³ÕÛáõë³Ï 1-áõÙ: â×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ 
μçÇçÝ»ñáõÙ μ³í³Ï³Ý ó³Íñ ¿ »Õ»É ²Øü-Ç ¢ ²ºü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛáõÝÁª 
¹ñë¢áñí»É ¿ Ñ³Ù³å³ï³ëË³Ý ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ Ñ»ïù³ÛÇÝ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝ: àñáß³ÏÇ ³Ï-
ïÇíáõÃÛáõÝ ¹Çïí»É ¿ ÙÇ³ÛÝ ²Îü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óáõÙ: ¶ºü-Ç ¢ ¶Îü-Ç 
¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ï»ë³Ï»ïÇó ï³ñμ»ñáõÃÛáõÝÝ»ñÁ ³ÝÝß³Ý »Ý, ¢ 1.7-2 
³Ý·³Ù ó³Íñ »Ý ²Îü-Ç Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ: 

ØÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñÙ³Ý »ÝÃ³ñÏí³Í Candida guilliermondii 
НП-4 ËÙáñ³ëÝÏ»ñáõÙ ÝÏ³ïíáõÙ ¿²Îü-Ç ¢ ¶Îü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ³ÝÏáõÙ, 
ÇëÏ ÙÛáõë ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ Ñ³Ù³ñ (²Øü, ²ºü ¢ ¶ºü) ¹ÇïíáõÙ ¿ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý 
áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ³× ã×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í μçÇçÝ»ñÇ Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ: Ð»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ 
é»å³ñ³óÇ³ÛÇ »ÝÃ³ñÏí³Í ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ ²Øü-Ç ¢ ²Îü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óáõÙ 
³ÛÉ¢ë ãÇ ¹ÇïíáõÙ. ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý »ÝÃ³ñÏíáõÙ »Ý ÙÇ³ÛÝ ²ºü, ¶Îü ¢ ¶ºü ÝáõÏ-
É»áïÇ¹Ý»ñÁ: ÀÝ¹ áñáõÙ, ²ºü-Ç¹»åùáõÙ ¹ÇïíáõÙ ¿ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ³ÝÏáõÙ 
×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í μçÇçÝ»ñÇ Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμª μ³ñÓñ ÙÝ³Éáí ã×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í 
ËÙáñ³ëÝÏ»ñÇÝ μÝáñáß ³ëïÇ×³ÝÇó, ÇëÏ ¶ºü-Ç ¹»åùáõÙ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛáõÝÁ 
Ýí³½áõÙ ¿ ¢ ÙÝáõÙ ¿ ó³Íñ ÇÝãå»ë ã×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í, ³ÛÝå»ë ¿Éª ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í 
μçÇçÝ»ñÇ Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ: ¶Îü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛáõÝÁ é»å³ñ³óí³Í ËÙá-
ñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ ³×áõÙ ¿ ¢ ·»ñ³½³ÝóáõÙ ¿ ã×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í μçÇçÝ»ñÇÝ μÝáñáß 
³ëïÇ×³ÝÇÝ: 

 
Աղյուսակ 1 

äáõñÇÝ³ÛÇÝ ÙÇ³óáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óáõÙÁ C. guilliermondii НП-4 ËÙáñ³ëÝÏ»ñáõÙª μçÇçÝ»ñÁ 
ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñ»Éáõó ¢ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ é»å³ñ³óÇ³ÛÇó Ñ»ïá  

(Ù· N2/1· Ã³ó Ï»Ýë³½³Ý·í³Í, n=5, p<0.05) 
 

Նուկլեոտիդներ 
 

Տարբերակ 

ԱՄՖ ԱԿՖ ԱԵՖ ԳԿՖ ԳԵՖ 

Չճառագայթված 
խմորասնկեր 

0.013±0.001 0.87±0.07 0.026±0.002 0.44 ± 0.03 0.5 ± 0.02 

Ճառագայթված 
խմորասնկեր 

0.06±0.048 0.1±0.06 0.66±0.04 0.19 ±0.01 0.95±0.6 

Ռեպարացված 
խմորասնկեր 

0 0 0.24±0.018 0.76± 0.07 0.14± 0.1 

 
²ßË³ï³ÝùÇ Ñ³çáñ¹ ÷áõÉáõÙ Çñ³Ï³Ý³óñ»É »ÝùåáõñÇÝ³ÛÇÝ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»-

½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝª ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÁ  ¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ïÇñáõÛÃÇ 
³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñ»ÉÇë ¢ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ é»å³ñ³óÇ³ÛÇó Ñ»ïá: êï³óí³Í 
ïíÛ³ÉÝ»ñÁ Ý»ñÏ³Û³óí³Í »Ý ³ÕÛáõë³Ï 2-áõÙ: 

¸»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ ¹Çï-
íáõÙ ¿ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ³×, μ³ó³éáõÃÛ³Ùμ ²Îü-Ç: ØÛáõë 
ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇª ²Øü-Ç, ²ºü-Ç, ¶Îü-Ç ¢ ¶ºü-Ç Ñ³Ù³ñ ¹ÇïíáõÙ ¿ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý 
áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ³×Ç ÁÝ¹Ñ³Ýáõñ ï»Ý¹»Ýó: ØÇ³Å³Ù³Ý³Ï, ²ºü-Ç, ¶Îü-Ç ¢ ¶ºü-Ç ¹»½³-
ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛáõÝÝ»ñÁ ÙÇÙÛ³ÝóÇó ï³ñμ»ñíáõÙ »Ý ³ÝÝß³Ý ã³÷áí: ä»ïù ¿ Ýß»É 
Ý³¢, áñ ²ºü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óáõÙ ¹ÇïíáõÙ ¿  áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ÏïñáõÏ ³×ª Ñ»ï-
ù³ÛÇÝ ³ñÅ»ùÇó (0.026 Ù· N2/1· Ã³ó Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍáõÙ) ²ºü-Ç ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ³ëïÇ-
×³ÝÁ Ñ³ëÝáõÙ ¿ ¹Çï³ñÏí³Í ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ Ñ³Ù³ñ ³Ù»Ý³μ³ñÓñ ³ñÅ»ùÇÝª 1.016Ù· 
N2/1· Ã³ó Ï»Ýë³½³Ý·í³ÍáõÙ: Ð»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ é»å³ñ³óÇ³ÛÇ »ÝÃ³ñÏí³Í μçÇçÝ»-
ñáõÙ  ÝáõÛÝå»ë ³¹»ÝÇÝ³ÛÇÝ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ï»ë³Ï»ïÇó ¹ÇïíáõÙ ¿ μá-
Éáñ ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý Ýí³½áõÙ ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñÙ³Ý »Ý-
Ã³ñÏí³Í μçÇçÝ»ñÇ Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ, ë³Ï³ÛÝ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ³ñÅ»ùÝ»ñÁ μ³ñÓñ »Ý 
ÙÝáõÙ ã×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í μçÇçÝ»ñÇÝ μÝáñáß óáõó³ÝÇßÝ»ñÇó, μ³ó³éáõÃÛ³Ùμ ²Îü-Ç, áñÇ 
¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ³ëïÇ×³ÝÁ é»å³ñ³óí³Í μçÇçÝ»ñáõÙ ³í»ÉÇ ó³Íñ ¿ ã×³é³·³ÛÃ³-
Ñ³ñí³Í μçÇçÝ»ñÇ Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ: è»å³ñ³óí³Í μçÇçÝ»ñáõÙ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý áõÅ·-
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ÝáõÃÛ³Ý ³×Ý ³é³í»É ³ñï³Ñ³Ûïí³Í ¿ ¶Îü-Ç ¹»åùáõÙ:²ÛëåÇëáí, é»å³ñ³óí³Í ËÙáñ³-
ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ ¹»½³ÙÇÝ³óÙ³Ý ³é³í»É μ³ñÓñ áõÅ·ÝáõÃÛáõÝ óáõó³μ»ñáõÙ ¿ ¶Îü-Á:  

 
²ÕÛáõë³Ï 2 

äáõñÇÝ³ÛÇÝ ÙÇ³óáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ¹»½³ÙÇÝ³óáõÙÁ C. guilliermondii НП-4  ËÙáñ³ëÝÏ»ñáõÙª μçÇçÝ»ñÁ 
¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñ»Éáõó ¢ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ é»å³ñ³óÇ³ÛÇó Ñ»ïá 

 (Ù· N2/1· Ã³ó Ï»Ýë³½³Ý·í³Í, n=5, p<0.05)  
 

ÜáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñ 
 

î³ñμ»ñ³Ï 

²Øü ²Îü ²ºü ¶Îü ¶ºü 

â×³é³·³ÛÃí³Í 
ËÙáñ³ëÝÏ»ñ 

0.013±0.001 0.87±0.07 0.026±0.00
2 

0.44 ± 0.03 0.5 ± 0.02 

Ö³é³·³ÛÃí³Í 
ËÙáñ³ëÝÏ»ñ 

0.6 ±0.05 0.424 ± 
0.03 

1.016±0.1 1.02 ±0.1 1.024 ± 
0.09 

è»å³ñ³óí³Í 
ËÙáñ³ëÝÏ»ñ 

0.35±0.02 0.28 ± 0.01 0.19 ± 0.01 2.33± 0.2 1.33± 0.1 

 
²Ù÷á÷áõÙ – ÊÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ åáõñÇÝ³ÛÇÝ ÙÇ³óáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ¹»½³ÙÇ-

Ý³óÙ³Ý Ñ³Ù»Ù³ï³Ï³Ý áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÝ»ñÁ ÃáõÛÉ »Ý ï³ÉÇë »½ñ³Ï³óÝ»É, áñ 
åáõñÇÝ³ÛÇÝ ³½áï³ÛÇÝ ÑÇÙù»ñÁ ¢ ÝáõÏÉ»á½Ç¹Ý»ñÁ ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ ã»Ý »Ý-
Ã³ñÏíáõÙ í»ñçÝ³Ï³Ý Ï³ï³μáÉÇ½ÙÇ, ³ÛÉ ÁÝ¹·ñÏíáõÙ »Ý ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇ ÷ñÏáõÃÛ³Ý 
áõÕÇÝ»ñáõÙ [5, 6], ÇÝãÁ Ñ³Ý¹Çë³ÝáõÙ ¿ ¿Ý»ñ·Ç³ÛÇ ¢ é»ëáõñëÝ»ñÇ ËÝ³ÛÙ³Ý ÛáõñûñÇÝ³Ï 
Ñ³Ù³Ï³ñ· ÙÇÏñáûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ, ³Û¹ ÃíáõÙª Ý³¢ ËÙáñ³ëÝÏ»ñÇ Ñ³Ù³ñ: ØÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý 
¢ ¹»óÇÙ»ïñ³Ï³Ý ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í ËÙáñ³ëÝÏ»ñÇ Ñ³Ù³ñ ¹»½³ÙÇÝ³ó-
Ù³Ý áõÅ·ÝáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñ »Ý ¹ñë¢áñíáõÙ åáÉÇýáëý³ï-ÝáõÏÉ»áïÇ¹Ý»ñÇª ²Îü-
Ç, ²ºü-Ç, ¶Îü-Ç ¢ ¶ºü-Ç ¹»åùáõÙ, ÇÝãÁ, Ñ³í³Ý³μ³ñ, å³ÛÙ³Ý³íáñí³Í ¿ ¿ùëïñ»Ù³É 
íÇ×³ÏáõÙ μççÇ åáÉÇýáëý³ïÝ»ñÇ Ù»ï³μáÉÇ½ÙÇ ÇÝï»ÝëÇíáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛ³Ùμª Ï³å-
í³Í ¿Ý»ñ·Ç³ÛÇ å³Ñ³Ýç³ñÏÇ ÷á÷áËáõÃÛ³Ý Ñ»ï: ²ÛëåÇëáí, ÙÇÉÇÙ»ïñ³Ï³Ý ¢ ¹»óÇ-
Ù»ïñ³Ï³Ý ïÇñáõÛÃÇ ³ÉÇùÝ»ñáí ×³é³·³ÛÃ³Ñ³ñí³Í ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ Ýßí³Í 
åáÉÇýáëý³ïÝ»ñÁ Ï³ï³ñáõÙ »Ý Ï³ñ¢áñ Ñ³ñÙ³ñáÕ³Ï³Ý ýáõÝÏóÇ³Ý»ñª ëÃñ»ëÇÝ 
Ñ³Ï³½¹»Éáõ ¢ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ é»å³ñ³óÇ³ÛÇ ÁÝÃ³óùáõÙ í»ñ³Ï³Ý·ÝáÕ³Ï³Ý åñá-
ó»ëÝ»ñÇ ¿Ý»ñ·»ïÇÏ å³Ñ³ÝçÁ Éñ³óÝ»Éáõ áõÕÕáõÃÛ³Ùμ: ´çÇçÝ»ñáõÙ åáÉÇýáëý³ï-ÝáõÏ-
É»áïÇ¹Ý»ñÇ ¹»ñÁ Ñ»ï×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ í»ñ³Ï³Ý·ÝáÕ³Ï³Ý åñáó»ëÝ»ñáõÙ å³ñ½³μ³Ý»Éáõ 
Ñ³Ù³ñ å³Ñ³ÝçíáõÙ »Ý Ýñ³Ýó Ï³ï³μáÉÇ½ÙÇ, Ù³ëÝ³íáñ³å»ëª ÑÇ¹ñáÉÇ½Ç ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý 
Ù³Ýñ³Ù³ëÝ áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÝ»ñ: 
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Միկոզների հիմնական էթիոլոգիական խմբերն են՝ դերմատոմիցետները, խմորանման 
սնկերը և բորբոսասնկերը: Բժշկության մեջ գնալով մեծ հետաքրքրություն և նշանակություն են ձեռք 
բերում օպորտունիստական միկոզները, որոնք  հարուցվում են պայմանական-ախտածին սնկերով` 
մարդու համար կոմենսալ հանդիսացող սնկերով (օրինակ` Candida spp.) կամ շրջակա միջավայրում 
լայնորեն տարածված բորբոսասնկերով (օրինակ` Aspergillus spp.): Տարեցտարի նկարագրվում են 
սնկերի մոտ 1200 նոր տեսակներ, որոնք կարող են դառնալ միկոզների հարուցիչներ [1]:  

Միկոզներ – դերմատոմիցետներ – կանդիդա սնկեր – բորբոսասնկեր 
 
The main etiological groups of mycosis are dermatoмycetes, yeast and mould fungi. In 

medicine there is growing interest to opportunistic mycosis that caused by fungus, such as Candida 
spp., Aspergillus spp., etc). Annually, about 1200 new micromycetes species are described among 
them new etiological groups of mycosis [1]. 

Mycosis - dermatomycetes - candidal fungi – mould fungi 
 
Основную роль в этиологии микозов играют три группы возбудителей: дерматомицеты, 

дрожжеподобные грибы и плесневые грибы. Растущий интерес наблюдается у медиков к 
оппортунистическим микозам, вызванным условно-патогенными грибковыми возбудителями, 
которые являются сапрофитными для человека (например, Candida spp.) или широко 
распространены в окружающей среде (Aspergillus spp.). Каждый год описывается около 1200 
новых видов грибков, среди которых и возбудители микозов [1]. 

Микозы - дерматомикозы - Kандида грибы – плесневые грибы 
 

êÝÏ»ñÁ Ñ³Ý¹»ë »Ý ·³ÉÇë áñå»ë ¿áõÏ³ñÇáïÝ»ñÇ ³é³ÝÓÇÝ, ÇÝùÝáõñáõÛÝ Ã³·³-
íáñáõÃÛáõÝ` Mycota: ²ÛÝ ÁÝ¹·ñÏáõÙ ¿ Ùáï 445 Ñ³½³ñ ï»ë³Ï, áñáÝóÇó ³í»ÉÇ ù³Ý 500 
ï»ë³ÏÝ»ñ ³Ëï³ÍÇÝ »Ý Ñ³Ù³ñíáõÙ Ù³ñ¹áõ Ñ³Ù³ñ [3]: ´Ý³ÏãáõÃÛ³Ý Ù»ç ³é³í»É 
ï³ñ³Íí³Í ÙÇÏá½Ý»ñÇó »Ý ¹»ñÙ³ïáÙÇÏá½Ý»ñÁ, áïÝ³Ã³ÃÇ ÙÇÏá½Ý»ñÁ, Ù³ëÝ³íáñ³å»ë 
»ÕáõÝ·³ÃÇÃ»ÕÇ ëÝÏ³ÛÇÝ ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝÝ»ñÁ` ûÝÇËáÙÇÏá½Ý»ñÁ (24%), ¢ Ï³Ý¹Ç¹³ÙÇ-
Ïá½Ý»ñÁ (7%), áñáÝó Ñ³ñáõóÇãÝ»ñÁ Ñ³Ý¹Çë³ÝáõÙ »Ý Candida  ó»ÕÇ ëÝÏ»ñÁ [6]: ØÇ-
Ïá½Ý»ñÇ ÑÇÙÝ³Ï³Ý ¿ÃÇáÉá·Ç³Ï³Ý ËÙμ»ñÝ »Ýª ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÁ, ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÁ 
¢ μáñμáë³ëÝÏ»ñÁ: 

¸»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÝ ³Ëï³Ñ³ñáõÙ »Ý í»ñÝ³Ù³ßÏÁ, Ù³ßÏÁ, Ù³½»ñÁ, »ÕáõÝ·Ý»ñÁ, 
³é³ç³óÝ»Éáí ëÝÏ³ÛÇÝ ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝÝ»ñª ¹»ñÙ³ïáÙÇÏá½Ý»ñ: ²ÛÅÙ ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ï-
Ý»ñáí í³ñ³Ïí³Í »Ý áÕç Ñ³ëáõÝ μÝ³ÏãáõÃÛ³Ý 15-25% [8]:   

1957Ã. êïáÏÑáÉÙáõÙ Ï³Û³ó³Í ¹»ñÙ³ïáÉá·Ý»ñÇ IX ØÇç³½·³ÛÇÝ Ñ³Ù³ÅáÕáíáõÙ 
ÁÝ¹áõÝíáõÙ ¿ ¶»áñ·Ç ÏáÕÙÇó ³é³ç³¹ñí³Í ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÇ ¹³ë³Ï³ñ·áõÙÁ, áñÇ 
Ñ³Ù³Ó³ÛÝ, ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÁ μ³Å³ÝíáõÙ »Ý »ñ»ù ó»Õ»ñÇ` Trichophyton, Microsporum, 
Epidermophyton: Ü»ñÏ³ÛáõÙë Ñ³ÛïÝÇ »Ý ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÇ 45 ï»ë³ÏÝ»ñ, áñáÝù å³ï-
Ï³ÝáõÙ »Ý Ñ»ï¢Û³É »ñ»ù ó»Õ»ñÇÝ` Epidermophyton (2 ï»ë³Ï, ïÇåÇÏ ï»ë³ÏÁ` E. floc-
cosum), Microsporum (18 ï»ë³Ï, ïÇåÇÏÁ` M. audonii), Trichophyton (25 ï»ë³Ï, ïÇåÇÏÁ` 
T. tonsurans):  

êÝÏ»ñÇ ëÇëï»Ù³ïÇÏ ¹³ë³Ï³ñ·Ù³Ý Å³Ù³Ý³Ï³ÏÇó å³ïÏ»ñ³óáõÙÝ»ñÇ ¢ ÁÝ¹áõÝ-
í³Í ÝáÙ»ÝÏÉ³ïáõñ³ÛÇ Ñ³Ù³Ó³ÛÝ ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÁ å³ïÏ³ÝáõÙ »Ý Ascomycota 
μ³ÅÝÇ Onygenales Ï³ñ·ÇÝ [9]: ØÇÝã¹»é, Ýñ³Ýó ï»ë³ÏÝ»ñÇ ·»ñ³ÏßéáÕ Ù»Í³Ù³ëÝáõÃÛ³Ý 
Ñ³Ù³ñ Ñ³ÛïÝÇ »Ý ÉáÏ ³Ý³ÙáñýÝ»ñÁ (ÏáÝÇ¹Ç³É ÷áõÉ), ÇëÏ Ã»É»áÙáñý Ó¢»ñÁ (å³Ûáõ-
ë³Ï³íáñ ÷áõÉ) ¹Çïí»É »Ý áñáß³ÏÇ ç»ñÙ³ëïÇ×³Ý³ÛÇÝ é»ÅÇÙáõÙ Ñ³ïáõÏ μ³Õ³¹ñáõÃÛ³Ùμ 
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ÙÇç³í³Ûñ»ñÇ íñ³ ³×»óÝ»ÉÇë: ¸ñ³ Ñ»ï Ï³åí³Í ¹»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÇ ÝáõÛÝ³Ï³Ý³óáõÙÝ 
Çñ³Ï³Ý³óíáõÙ ¿ ³Ý³Ùáñý Ó¢»ñÇ ÙáñýáÉá·Ç³Ï³Ý, ÏáõÉïáõñ³É ¢ ÙáÉ»ÏáõÉÛ³ñ ³é³ÝÓ-
Ý³Ñ³ïÏáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ÑÇÙ³Ý íñ³ [5]: ¸»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÝ ³Ëï³ÍÇÝ Ï³ñáÕ »Ý ÉÇÝ»É 
ÙÇ³ÛÝ Çñ»Ýó ½³ñ·³óÙ³Ý ³Ý³Ùáñý ÷áõÉ»ñáõÙ, ÇëÏ ¹ñ³Ýó Ã»É»áÙáñý Ó¢»ñÁ` å³Ãá·»Ý 
ã»Ý [2]: 

¸»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÇÝ μÝáñáß ¿ Ï»ñ³ïÇÝáÉÇïÇÏ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ, ³ÛëÇÝùÝ` in vitro ¢ in 
vivo Ï»Ý¹³Ý³Ï³Ý Í³·Ù³Ý åáÉÇÙ»ñ³ÛÇÝ ëáõμëïñ³ïÇ` Ï»ñ³ïÇÝÇ ù³Ûù³ÛÙ³Ý áõÝ³-
ÏáõÃÛáõÝÁ: ²Ûë Ï»ñ³ïÇÝ³½³Ý»ñÁ å³ïÏ³ÝáõÙ »Ý, ³Ûëå»ë Ïáãí³Í, ÑÇÙÝ³ÛÇÝ ë»ñÇÝ³ÛÇÝ 
åñáï»ÇÝ³½³Ý»ñÇÝ, áñáÝù ·áñÍáõÙ »Ý ÑÇÙÝ³ÛÇÝ Ï³Ù ã»½áù ÙÇç³í³ÛñáõÙ (pH=8): ²Ûëå»ë, 
Тrichophyton rubrum ï»ë³ÏÝ áõÝÇ Ñ»ï¢Û³É åñáï»ÇÝ³½³ÛÇÝ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÁ` 25; 31; 45; 
53; 71; 93 ¢ 124 kDa Ñ³Ù³å³ï³ëË³Ý ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ Ù³ëë³Ý»ñáí:  

êáíáñ³μ³ñ ûåáñïáõÝÇëï³Ï³Ý ÙÇÏá½Ý»ñÁ ½³ñ·³ÝáõÙ »Ý ³ÛÝ Ù³ñ¹Ï³Ýó Ùáï, 
áíù»ñ áõÝ»Ý Éáõñç ³é³çÝ³ÛÇÝ ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝ ¢ ÃáõÛÉ ÇÙáõÝ³ÛÇÝ Ñ³Ù³Ï³ñ·: 

Candida ó»ÕÇ ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñáí Ñ³ñáõóíáÕ ëÝÏ³ÛÇÝ ³Ëï³Ñ³ñáõÙÝ»ñÁ` Ï³Ý-
¹Ç¹³ÙÇÏá½Ý»ñÁ, Ñ³ÛïÝÇ »Ý »Õ»É ¹»é¢ë ÐÇåáÏñ³ïÇ Å³Ù³Ý³ÏÝ»ñÇó stomata aphtoides ¢ 
aphta infantis ³ÝáõÝÝ»ñáí, μ³Ûó ³é³çÇÝ ³Ý·³Ù ÝÏ³ñ³·ñí»É ¿ 1839Ã. ´. È³Ý·»Ýμ»ÏÇ 
ÏáÕÙÇó: ÆëÏ ³é³çÇÝ ³Ý·³Ù 1848Ã. ü.Â. ´»ñ·Á μ³ó³Ñ³Ûï»É ¿ ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÇ 
³éÏ³ÛáõÃÛáõÝÁ ÑÇí³Ý¹Ç ÑÛáõëí³ÍùÝ»ñáõÙ: Ð»ï³·³ÛáõÙ Ø. ´»ñùáõÃÁ 1923Ã. ËÙáñ³ÝÙ³Ý 
ëÝÏ»ñÇó ³é³ÝÓÝ³óñ»É ¿ ÙÇ ó»Õ, áñÁ 1939Ã. Ø³Ýñ¿³μ³ÝÝ»ñÇ III ØÇç³½·³ÛÇÝ ÏáÝ·ñ»ëáõÙ 
ëï³ó»É ¿ Candida  ³Ýí³ÝáõÙÁ: 

 Candida ó»ÕÇ ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÁ Å³Ù³Ý³Ï³ÏÇó ¹³ë³Ï³ñ·Ù³Ý Ù»ç å³ïÏ³ÝáõÙ 
»Ý Ascomycota μ³ÅÝÇ Saccharomycetes ¹³ëÇ Saccharomycetales Ï³ñ·ÇÝ (³Ý³ëÏáëåá-
ñ³ÛÇÝÝ»ñ) [10], ÇëÏ ù³ÝÇ áñ ¹ñ³Ýó Ùáï μ³ó³Ï³ÛáõÙ ¿ Ï»Ýë³Ï³Ý óÇÏÉÇ ë»é³Ï³Ý ÷áõÉÁ ¢ 
μ³½Ù³ÝáõÙ »Ý μáÕμáçÙ³Ùμ, ³å³ ¹ñ³Ýó Ý»ñ³éáõÙ »Ý ¹»Ûï»ñáÙÇó»ïÝ»ñÇ §²ÝÏ³ï³ñ 
ëÝÏ»ñ¦ ýáñÙ³É μ³ÅÝÇ Ù»ç (Fungi imperfecti Ï³Ù Deuteromycota) [4]: Candida ó»ÕÇ 
ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÁ Ñ³Ù³ñíáõÙ »Ý å³ÛÙ³Ý³Ï³Ý-³Ëï³ÍÇÝ ³»ñáμ ÙÇÏñáûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñ, 
áñáÝù áã ÙÇó»ÉÛ³É ÷áõÉáõÙ áõÝ»Ý ÏÉáñ³íáõÝ, ¿ÉÇåë³Ó¢, ûí³É³Ó¢ μçÇçÝ»ñÇª μÉ³ëïáëåáñ-
Ý»ñÇ ï»ëù, ÇëÏ ÙÇó»ÉÛ³É ÷áõÉáõÙª ÑÇý»ñÇ ï»ëù: ÊÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÝ Çñ³Ï³Ý ÙÇó»É ã»Ý 
³é³ç³óÝáõÙ, ³ÛÉ »ñÏ³ñ³Ó·í³Í μçÇçÝ»ñÇ Ñ³Ù³ÏóÙ³Ùμ Ó¢³íáñáõÙ »Ý åë¢¹áÙÇó»É` Ï»ÕÍ 
ëÝÏ³Ã»É:  

î³ñμ»ñ Ñ»ÕÇÝ³ÏÝ»ñ Ý»ñÏ³Û³óÝáõÙ »Ý Ï³Ý¹Ç¹³ÙÇÏá½Ý»ñÇ Ñ³ñáõóÇãÝ»ñÇ ï³ñμ»ñ 
áñ³Ï³Ï³Ý ¢ ù³Ý³Ï³Ï³Ý Ï³½Ù: ²Ûëå»ë, ì.È. îÛáõïÛáõÝÇÏÇ ¢ Ü.ì. úñçáÝÇÏÇÓ»Ç ïíÛ³É-
Ý»ñÇ Ñ³Ù³Ó³ÛÝ Ñ³ÛïÝÇ »Ý Candida ó»ÕÇ 196 ï»ë³Ï, áñáÝóÇó Ù³ñ¹áõ ÉáñÓ³Ã³Õ³ÝÃÇó 
³Ýç³ïí»É »Ý ³í»ÉÇ ù³Ý 27 ï»ë³Ï [7] : 

   ì»ñçÇÝ ï³ñÇÝ»ñÇÝ ¹ÇïíáõÙ ¿ Candida ó»ÕÇ ï»ë³ÏÝ»ñÇ ÁÝ¹Ñ³Ýáõñ ÃíÇ ³×: ºÃ», 
ûñÇÝ³Ï, 1989Ã. Î.ä. ÎáõñïóÙ³ÝÇ ¢ æ.àõ. ü»ÉÉ³ÛÇ ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÇ áñáßÇãáõÙ 
ÝÏ³ñ³·ñí³Í ¿ÇÝ Candida ó»ÕÇ 163 ï»ë³ÏÝ»ñ, ³å³ 2010Ã. ¹ñ³Ýó ÃÇíÝ ³×»É ¿ ÙÇÝã¢ 
743 ï»ë³ÏÇ (Index Fungorum): ¸ñ³Ý ½áõ·³Ñ»é ³×»É ¿ Ý³¢ ÑáÙ³ÝÇßÝ»ñÇ ÃÇíÁ: ²Ûëå»ë, 
1954Ã. Ü.ü. ÎáÝ³ÝïÁ ¢ ³ÛÉáù Ýß»É »Ý, áñ ÙÇ³ÛÝ C. albicans ï»ë³ÏÇ Ñ³Ù³ñ ÝÏ³ñ³·ñí³Í 
»Ý Ùáï 190 ÑáÙ³ÝÇß: Ð³í³Ý³μ³ñ, ³ÝÑñ³Å»ßï ¿ óáõó³ÏÇó μ³ó³é»É í³Õáõó ÑÝ³óí³Í ¢ 
ãû·ï³·áñÍíáÕ ÑáÙ³ÝÇßÝ»ñÁ: 

Candida ËÙáñ³ÝÙ³Ý ëÝÏ»ñÁ Ù³ëÝ³ÏóáõÙ »Ý Ý³¢ ûÝÇËáÙÇÏá½Ç ¿ÃÇáÉá·Ç³ÛáõÙ: ºÃ» 
Ý³ËÏÇÝáõÙ Ù³ßÏÇ ¢ »ÕáõÝ·Ç ËÙáñ³ëÝÏ³ÛÇÝ ³Ëï³Ñ³ñÙ³Ý ¹»åùáõÙ ÑÇÙÝ³Ï³Ý Ñ³ñáõ-
óÇã ¿ñ Ñ³Ù³ñíáõÙ C. albicans ï»ë³ÏÁ, ³å³ ³ÛÅÙ ³í»ÉÇ Ñ³×³Ë ÝáõÛÝ³Ï³Ý³óíáõÙ »Ý 
Candida non-albicans ï»ë³ÏÝ»ñÁ` C. tropicalis, C. parapsilosis, C. famata, C. glabrata, C. lusita-
niae, C. inconspicua, C. zeylanoides, C. laurentii, áñáÝóÇó ß³ï»ñÁ Ï³ÛáõÝ »Ý ÁÝ¹Ñ³Ýáõñ ¢ 
ï»Õ³ÛÇÝ ³½¹»óáõÃÛ³Ùμ Å³Ù³Ý³Ï³ÏÇó Ñ³Ï³ÙÇÏáïÇÏÝ»ñÇ ÝÏ³ïÙ³Ùμ: 

ºÃ» Ý³ËÏÇÝáõÙ áñå»ë Ï³Ý¹Ç¹á½Ç ÑÇÙÝ³Ï³Ý Ñ³ñáõóÇãÝ»ñ Ñ³Ù³ñíáõÙ ¿ÇÝ Ñ»ï¢Û³É 
5 ï»ë³ÏÝ»ñÁ` C. albicans, C. guilliermondii, C. krusei, C. pseudotropicalis (= C. kefyr), C. 
tropicalis, ³å³ ³ÛÅÙ áñå»ë Ï³Ý¹Ç¹³ÙÇÏá½Ý»ñÇ Ñ³ñáõóÇãÝ»ñ Ñ³Ý¹»ë »Ý ·³ÉÇë Candida 
ó»ÕÇ Ùáï 20 ï»ë³Ï [6], (³Õ. 1):  
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Աղյուսակ 1. Կանդիդոզի հարուցիչները 
 

ÐÇÙÝ³Ï³Ý Ñ³ñáõóÇãÝ»ñÁ Ð³½í³¹»å h³ñáõóÇãÝ»ñÁ º½³ÏÇ ¹»åù»ñ 

C. albicans 
C. tropicalis 
C. parapsilosis 
C. glabrata 

C. krusei 
C. kefyr (=C. pseudotropicalis) 
C. guilliermondi 
C. lusitaniae 

C. catenulata 
C. ciferrii 
C. famata 
C. haemulonii 
C. inconspicua 
C. lambica 
C. lipolytica 
C. norvegensis 
C. pelliculosa 
C. rugosa 
C. utilis 
C. viswanathii 
C. zeylanoides 

 
ì»ñçÇÝ ï³ñÇÝ»ñÇÝ Ñ³ÛïÝ³μ»ñí»É »Ý Candida ó»ÕÇ ³Ëï³ÍÇÝ Ýáñ ï»ë³ÏÝ»ñ, 

¹ñ³Ýù »Ý` C. dubliniensis, C. nivariensis, C. bracarensis, C. pseudohaemulonii, C. Pseu-
dorugosa,  C. subhashii, Candida auris  ¢ ³ÛÉÝ:  

´ÝáõÃÛ³Ý Ù»ç É³ÛÝáñ»Ý ï³ñ³Íí³Í μáñμáë³ëÝÏ»ñÇó »Ý Aspergillus ó»ÕÇ ëÝÏ»ñÁ,  
áñáÝù Ñ³ßííáõÙ »Ý Ùáï 200 ï»ë³ÏÝ»ñ: Aspergillus ó»ÕÝ ³é³çÇÝ ³Ý·³Ù ÝÏ³ñ³·ñí»É ¿ 
ëÝÏ³μ³Ý ä. ØÇË»ÉÇ ÏáÕÙÇó 1729Ã., ÇëÏ ³í»ÉÇ áõß, 1856Ã. Ñ³ëï³ïí»É ¿ ³Û¹ ó»ÕÇ áñáß 
ï»ë³ÏÝ»ñÇ áñå»ë ¿ÃÇáÉá·Ç³Ï³Ý ·áñÍáÝÇ Ýß³Ý³ÏáõÃÛáõÝÁ ï³ñμ»ñ ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝÝ»ñÇ 
Å³Ù³Ý³Ï: àñå»ë ëÝÏ³ÛÇÝ ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝÝ»ñÇ (í»ñÇÝ ßÝãáõÕÇÝ»ñÇ ³ëå»ñ·ÇÉá½Ý»ñÇ, 
ûÝÇËáÙÇÏá½Ý»ñÇ, ûïáÙÇÏá½Ý»ñÇ ¢ ³ÛÉÝ) Ñ³ñáõóÇãÝ»ñ ³é³í»É É³í »Ý áõëáõÙÝ³ëÇñí³Í 
Aspergillus niger, Aspergillus fumigates, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae ï»ë³ÏÝ»ñÁ ¢ 
³ÛÉÝ:  

àñáß ÙÇÏñáÙÇó»ïÝ»ñª Fusarium spp., Paecilomyces lilacinus, Acremonium spp., 
Scedosporium prolificans, Malassezia furfur, Candida (=Torulopsis) glabrata, Rhodotorula 
mucilaginosa (= R. rubra), Saccharomyces cerevisiae ¢ ³ÛÉÝ, ï³ñμ»ñ Í³·Ù³Ùμ Ý»Ûïñáå»-
ÝÇ³ áõÝ»óáÕ ÑÇí³Ý¹Ý»ñÇ Ùáï (É»ÛÏá½, ûñ·³ÝÝ»ñÇ ÷áËå³ïí³ëïáõÙ, ÏáñïÇÏáëï»-
ñáÇ¹Ý»ñÇ ¢ óÇïáëï³ïÇÏÝ»ñÇ ÏÇñ³éáõÙ, ×³é³·³ÛÃ³ÛÇÝ ³Ëï³Ñ³ñáõÙ) Ï³ñáÕ »Ý ³é³ç 
μ»ñ»É ýáõÝ·»ÙÇ³: ²éáÕç Ù³ñ¹Ï³Ýó Ùáï ³Ûë ëÝÏ»ñÁ Ñ³½í³¹»å »Ý ¹³éÝáõÙ ÑÇí³Ý-
¹áõÃÛ³Ý å³ï×³é [11] : 

¸»ñÙ³ïáÙÇó»ïÝ»ñÇ Ñ»ï Ñ³Ù»Ù³ï³Í` Scopulariopsis brevicaulis, Hendersonula 
toruloidea, Scytalidium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Cephalosporium spp., Alternaria 
spp., Penicillium spp. μáñμáë³ëÝÏ»ñÝ ûÅïí³Í »Ý ³é³í»É ÃáõÛÉ ³ñï³Ñ³Ûïí³Í Ï»ñ³ïÇ-
Ý³½³ÛÇÝ ¢ åñáï»ÇÝ³½³ÛÇÝ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ùμ: ¸ñ³Ýáí ¿ å³ÛÙ³Ý³íáñí³Í ¹ñ³Ýó »ñÏñáñ-
¹³Ï³Ý ¹»ñÁ Ñ³ïÏ³å»ë ûÝÇËáÙÇÏá½Ç ¿ÃÇáÉá·Ç³ÛáõÙ:  

²Ëï³ÍÇÝ ëÝÏ»ñÇ Ù»ç Ï³Ý Ý³¢ áãå³ÛÙ³Ý³Ï³Ý ³Ëï³ÍÇÝÝ»ñ Ï³Ù Ù³Ï³μáõÛÍÝ»ñ, 
áñáÝó É³μáñ³ïáñ å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ ÑÝ³ñ³íáñ ã¿ ÏáõÉïÇí³óÝ»É ëÝÝ¹³ÙÇç³í³Ûñ»ñÇ íñ³, 
ûñÇÝ³Ï` Lacazia loboi, Pneumocystis carinii  [2]:  

Ð³ñÏ ¿ Ýß»É, áñ ï³ñ»óï³ñÇ ÝÏ³ñ³·ñíáõÙ »Ý ëÝÏ»ñÇ Ùáï 1200 Ýáñ ï»ë³ÏÝ»ñ, 
áñáÝù Ï³ñáÕ »Ý ¹³éÝ³É ÙÇÏá½Ý»ñÇ Ñ³ñáõóÇãÝ»ñ [1]: àõëïÇ ÙÇÏá½Ý»ñÇ ³ñ¹ÛáõÝ³í»ï 
μáõÅÙ³Ý Ñ³Ù³ñ ³ÝÑñ³Å»ßï ¿ Ñ³ßíÇ ³éÝ»É ¿ÃÇáÉá·Ç³Ï³Ý ·áñÍáÝÇ Ï³ñ¢áñáõÃÛáõÝÁ:  
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Исследовалось влияние иммобилизационного стресса на биохимические показатели 

углеводного обмена в сыворотке крови кроликов. В течение 30-ти дневной иммобилизации  
проявлялась стойкая гипергликемия, наблюдалось накопление лактата - показателя кис-
лородной задолженности тканей. Полученные результаты свидетельствуют о  негативном  
влиянии иммобилизации на организм животных. 

Иммобилизационный стресс – гипергликемия- анаэробный гликолиз – тканевая 
гипоксия 

 
In the current study the influence of immobilization stress on the biochemical characteristics 

of carbohydrate metabolism in rabbits, especially glucose level has been investigated. During the 
experimental period in serum the animals which were put immobilization hyperglycemia was 
demonstrated. Accumulation of lactate has been detected, which is an indicator of the  lack of oxygen 
in tissues. Therefore, the negative effect of immobilization stress on the organism of animals was 
shown. 

Immobilization stress – hyperglycemia – anaerobic glycolisis – tissue hypoxia 
 
àõëáõÙÝ³ëÇññí»É »Ý ×³·³ñÝ»ñÇ ³ñÛ³Ý ßÇ×áõÏáõÙ ³ÍË³çñ³ÛÇÝ ÷áË³Ý³ÏáõÃÛ³Ý Ï»Ýë³-

ùÇÙÇ³Ï³Ý óáõó³ÝÇßÝ»ñÁ ß³ñÅáÕ³Ï³Ý ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ë³ÑÙ³Ý³÷³ÏÙ³Ý å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ: 30 ûñÛ³ 
³Ýß³ñÅ³óÙ³Ý å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ ¹Çïí»É ¿ ·ÉÛáõÏá½Ç ¢ Ï³ÃÝ³ÃÃíÇ Ù³Ï³ñ¹³ÏÇ ³×: êï³óí³Í ³ñ-
¹ÛáõÝùÝ»ñÁ íÏ³ÛáõÙ »Ý Ï»Ý¹³ÝÇÝ»ñÇ ûñ·³ÝÇ½ÙÇ íñ³ ëÃñ»ëÇ μ³ó³ë³Ï³Ý ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ: 

êÃñ»ë – ÑÇå»ñ·ÉÇÏ»ÙÇ³ – ³Ý³»ñáμÇÏ ·ÉÇÏáÉÇ½ - ÑÛáõëí³Íù³ÛÇÝ ÃÃí³ÍÝ³ù³Õó 
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Вынужденное ограничение двигательной активности – иммобилизационный 
стресс сопровождается неблагоприятными метаболическими перестройками организ-
ма и приводит к развитию целого комплекса негативных проявлений, а также являясь 
неизбежным фактором сопутствующим тяжелые патологии, существенно осложняет 
течение основного патологического процесса. Иммобилизационный стресс, прояв-
ляющийся характерной реакцией со значительным усилением интенсивности свобод-
норадикальных реакций и накоплением продуктов липопероксидации, обуславливает 
неблагоприятные метаболические сдвиги со стороны всех видов обмена веществ, 
включая белковый, углеводный, липидный и пуриновый обмены [12]. Более того, 
продолжительная иммобилизация, в результате накопления и склеивания клеток 
иммунной системы, ведет к образованию нестабильных атеросклеротических бля-
шек, вызывая  тромбоз и сердечно-сосудистые осложнения [9]. Биохимический меха-
низм, объясняющий возникновение патологических состояний под действием стрес-
согенных факторов различной природы, до конца не изучен. 

Одним из процессов, быстро реагирующих на стресс, является гликолиз, ак-
тивация которогo в стадию стресс - синдрома обеспечивает возросший энергети-
ческий дисбаланс, а накопление недоокисленных продуктов гликолиза при опре-
деленных условиях становится  причиной развития патологических явлений в ор-
ганах [10]. Нарушение катаболизма глюкозы приводит к метаболическим измене-
ниям, характеризующимися высоким уровнем глюкозы (гипергликемия). В основе 
развития гипергликемии лежит инсулинорезистентность и нарушение функции β-
клеток поджелудочной железы [6]. Гипергликемия играет решающую роль в раз-
витии и прогрессировании осложнений сахарного диабета со множественными меха-
низмами, включая усиление оксидативного стресса, снижение окисления глюкозы [4, 
5]. Также известно, что в период развития стрессорного воздействия активизируется 
анаэробный путь энергообразования – анаэробный гликолиз [14]. Ключевые мета-
болиты анаэробного энергообеспечения - молочная и пировиноградная кислоты мо-
гут быть критериями энергетического гомеостаза. А увеличение показателя лак-
тат/пируват при иммобилизационном стрессе предполагает направленность энерго-
образования по анаэробному пути гликолиза. В последние годы была разработана 
концепция «порога анаэробной нагрузки организма». Основной результат, поддер-
живающий гипотезу анаэробного порога, состоит в том, что при нарастающей ин-
тенсивности стрессорного воздействия концентрация лактата в крови резко 
увеличивается, что было ранее принято за внезапное начало продукции лактата [8, 
11]. В настоящее время исследования показывают, что лактат образуется и в 
условиях достаточного поступления кислорода и продукция лактата не обязательно 
связана с анаэробными условиями. Это, в свою очередь, позволяет утверждать, что 
изменение концентрации лактата не дает информации о причинах его образования, а 
отражает баланс между выходом лактата в кровь и его устранением из крови [16].  

Целью работы было изучение особенностей влияния иммобилизационного 
стресса на некоторые биохимические показатели углеводного обмена. 

Материалы и методика. Для исследования воздействия иммобилизации на 
показатели углеводного обмена были выбраны домашние кролики (Oryctolagus 
cuniculus). Иммобилизацию кроликов-самцов массой 2000 - 2200 г проводили в 
течение 30 суток (по 3 часа ежедневно). Животные были разделены на 2 группы, по 3 
кролика в каждой группе (n=6). Контрольная группа содержалась в обычных усло-
виях вивария (в нормальном физиологическом состоянии). Опытная группа крови, 
находилась в условиях иммобилизационного стресса. Формирование стресс-фактора 
вызывали путем горизонтальной фиксации кроликов в спинном положении на доске. 
Биохимические показатели исследовались на 0, 1, 5, 10, 15, 25 и 30-ые сутки 
эксперимента. В сыворотке крови уровень глюкозы определяли глюкозооксидазным 
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методом [15], лактат - методом Уффельмана, пируват – модифицированным методом 
Фреедмана и Хаугена [3]. Сыворотку получали центрифугированием 3000 g в 
течение 10 мин при 4°C. По завершении эксперимента животных выводили из опыта 
декапитацией. Вышеуказанные показатели исследовались в гомогенатах печени, 
мышц, мозга декапитированных кроликов. Содержание гликогена в тканях печени, 
мышцах и почках определяли методом Данченко [1]. 

Статистическая обработка результатов проводилась с использованием пара-
метрического t-критерия Стьюдента. Обработка данных производилась с помощью 
компьютерной программы ,,Statistica 6.0” [2]. 

Результаты и обсуждение. При изучении показателей углеводного обмена в 
сыворотке крови экспериментальных животных  в первый день стрессорного воз-
действия отмечалось достоверное увеличение содержания глюкозы на 44%, умень-
шение содержания пирувата на 16% (0.021 мкмоль/л, p<0.05) при одновременном 
повышении уровня лактата на 30% (1.52 мкмоль/л, p<0.05) относительно конт-
рольной группы (0.025 мкмоль/л и 1.17 мкмоль/л соответственно) (рис. 1,2). На 5-ый 
день стресса  наблюдалось незначительное снижение уровня глюкозы по сравнению 
с 1-ым днем (14.59±0.01 ммоль/л, 12.82±0.01 ммоль/л, p<0.05 соответственно). Воз-
можно, некоторое снижение связано с временной адаптацией животных к стрессу. 
Однако на 30-ые сутки иммобилизации в сывороке крови животных был зарегист-
рирован максимальный уровень гипергликемии (45%, p<0.05)  по сравнению с конт-
рольной группой животных. Следовательно, можно отметить, что данный вид 
стресса характеризуется гипергликемией, что является важным признаком развития 
стресс-реакций.  

 

 
*- достоверно по отношению к контрольной группе животных (p<0.05) 

Рис. 1. Уровень глюкозы в сыворотке крови экспериментальных животных при  
иммобилизационном стрессе. 

 
Уровень  пировиноградной кислоты на 5-ый день был ниже значений контроль-

ной группы на 14% и далее  сохранялся на том же уровне, концентрация молочной 
кислоты на 5-ый день повысилась на 75%, на 10-ый день - на 126% и далее  фик-
сировался стабильно высокий уровень молочной кислоты до конца эксперимента 
(рис. 2). Повышение концентрации  молочной кислоты в опытной группе, вероятно, 
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является результатом блокирования аэробных процессов гликолиза и активации 
анаэробного гликолиза. Подобный сдвиг ключевого фрагмента углеводного обмена – 
гликолиза в сторону накопления молочной кислоты прерывает физиологически 
оправданный процесс энергообеспечения и нарушает энергетический обмен клетки. 

Полученные данные свидетельствуют о неблагоприятном влиянии ограничения 
двигательной активности на состояние углеводного обмена, которое проявлялось уже 
на 1-ый день стрессорного воздействия. 

 

 
*- достоверно по отношению к контрольной группе животных (p<0.05) 

Рис. 2.  Влияние стрессового воздействия на показатели пирувата, лактата в сыворотке крови кролика. 
 

 
*- достоверно по отношению к контрольной группе животных (p<0.05) 

Рис. 3. Изменения содержания пирувата и лактата тканей печени и мозга кроликов, иммобилизованных в 
течение 3 ч (30 дней). 
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Поскольку ограничение двигательной активности затрагивает жизнедеятель-
ность всего организма, целесообразно было рассмотреть ее влияние на биохимичес-
кие процессы в тканях экспериментальных животных. Исследования показали зна-
чительные изменение концентрации молочной кислоты и пирувата. Уровень пиру-
вата в ткани мозга был выше на 5%, в ткани печени на 13.8%, уровень лактата в 
ткани мозга превышал физиологические значения на 82.3%, в ткани печени  на 90.7% 
(рис.3). Значительное увеличение концентрации лактата на фоне отставания роста 
концентрации пирувата в гомогенатах исследуемых органов также свидетельствует 
об усилении процессов анаэробного гликолиза на фоне замедления аэробного. 
Данные позволяют предположить о развитии возникшей в результате иммобилиза-
ционного стресса тканевой гипоксии и нарушении аэробных энергозависимых про-
цессов в тканях. 

Известно, что инсулин в печени стимулирует активность гликогенсинтазы и 
ингибирует гликогенолиз, а также играет ключевую роль в выработке эндогенной 
глюкозы [7]. Вследствие недостатка инсулина или инсулинорезизтентности сни-
жается способность печени запасать гликоген. Это явление связано с повышением 
активности гликогенфосфорилазы, что приводит к гипергликемии [4, 13].  

Исследовалось содержание гликогена в печени и мышцах контрольной и  
подвергнутых стрессу  групп (рис. 4). 

 
*- достоверно по отношению к контрольной группе животных (p<0.05) 

Рис. 4. Содержание гликогена в печени и мышцах экспериментальных  животных. 
 

Результаты исследований показали, что под воздействием иммобилизации 
наблюдалось значительное истощение запасов гликогена в печени и мышцах живот-
ных в 5.5 и 3.8 раз соответственно, что характеризует снижение активности глико-
генсинтазы в результате недостаточной выработки  инсулина. В течение всего 
эксперимента наблюдается высокий уровень гликемии, сопровождающийся исто-
щением гликогена в печени. 
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У макроорганизма негативные последствия транслокации наступают только тогда, 
когда развивается массивная бактериемия, а в процессе бактериальной миграции вовлекаются 
специфические клоны E. coli с комплексом свойств защитной и агрессивной направленности: 
повышенная серорезистентность, факторы бактериальной персистенции, токсины и т. п. В 
результате проведенных исследований получены данные о функционировании системы "бак-
терия- эритроцит" с учетом уровня экспресии свойств микроорганизмов и внутриэритроцитар-
ного их влияния. Установлен феномен внутриэритроцитарного взаимодействия бактерий. 

oпухоль-oстрый лейкоз-транслокация-кишечная палочка 
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îñ³ÝëÉáÏ³óÇ³ÛÇ μ³ó³ë³Ï³Ý Ñ»ï¢³ÝùÝ»ñÁ Ù³Ïñáûñ·³ÝÇ½ÙÇ Ùáï ³é³ç³ÝáõÙ »Ý ³ÛÝ 
Å³Ù³Ý³Ï, »ñμ ½³ñ·³ÝáõÙ ¿ ½³Ý·í³Í³ÛÇÝ μ³Ïï»ñ»ÙÇ³, ÇëÏ μ³Ïï»ñÇ³É ÙÇ·ñ³óÇ³ÛÇ åñáó»ëáõÙ 
Ý»ñ·ñ³ííáõÙ »Ý E. coli ëå»óÇýÇÏ ÏÉáÝÝ»ñ å³ßïå³Ý³Ï³Ý ¢ ³·ñ»ëÇí áõÕÕí³ÍáõÃÛ³Ùμ Ñ³ïÏáõ-
ÃÛáõÝÝ»ñÇ ÏáÙåÉ»ùëáíª μ³ñÓñ ë»ñáé»½Çëï»ÝïáõÃÛáõÝ, μ³Ïï»ñÇ³É å»ñëÇëï»ÝóÇ³ÛÇ ·áñÍáÝÝ»ñ, 
ïáùëÇÝÝ»ñ ¢ ³ÛÉÝ: Æñ³Ï³Ý³óí³Í Ñ»ï³½áïáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ³ñ¹ÛáõÝùáõÙ ëï³óí»É »Ý ïíÛ³ÉÝ»ñ ‹μ³Ï-
ï»ñÇ³-¿ñÇÃñáóÇï› Ñ³Ù³Ï³ñ·Ç ·áñÍáõÝ»áõÃÛ³Ý Ù³ëÇÝª Ñ³ßíÇ ³éÝ»Éáí ÙÇÏñáûñ·³ÝÇ½ÙÇ Ñ³ï-
ÏáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ¿ùëåñ»ëÇ³ÛÇ Ù³Ï³ñ¹³ÏÁ ¢ Ý»ñ¿ñÇÃñáóÇï³ÛÇÝ Ýñ³Ýó ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ: Ð³ÛïÝ³μ»ñí»É 
¿ μ³Ïï»ñÇ³Ý»ñÇ Ý»ñ¿ñÇÃñáóÇï³ÛÇÝ ÷áË³½¹»óáõÃÛ³Ý ý»ÝáÙ»ÝÁ: 

áõéáõóù- ëáõñ É»ÛÏá½- ïñ³ÝëÉáÏ³óÇ³-³ÕÇù³ÛÇÝ óáõåÇÏ 
 
In a macroorganism, the negative effects of translocation occur only when massive bacteremia 

develops, , and in the process of bacterial migration specific clones of E. coli with a complex of 
properties of protective and aggressive orientation are involved: increased serousresistance, factors of 
bacterial persistence, toxins, etc. As a result of the studies, data on the functioning of the "bacterium-
erythrocyte" system were obtained, taking into account the level of expression of the properties of 
microorganisms and their intra-erythrocyte effect. The phenomenon of intra-erythrocyte interaction of 
bacteria was established. 

Tumor-Acute leukemia-Translocation-Escherichia coli 
 

Проблема канцерогенеза является одной из важнейших в современной меди-
цине. Сопутствующие инфекции часто способны вызвать регрессию опухоли и в ка-
кой- то степени этот феномен обусловлен транслокацией условно-патогенных микро-
бов и действием их токсинов, цитокинами и другими фактрами. В частности, аме-
риканский ученый Шир с коллегами выделили активное вещество липополисахарид 
(ЛПС) и показали, что в ответ на него в сыворотке мышей образуется фактор вызы-
вающий геморалический некроз опухоли [1]. Как и почему развиваются воспа-
лительные заболивания? С одной стороны-генетическая предрасположенность, нару-
шение иммуновоспалительной толерантности, несбалансированный ответ на собст-
венные микробные антигены, с другой – нарушение энергообеспечения нормальных 
функций, в том числе и барьерной. Особая роль принадлежит микроглии кишечника. 
Хроническая эндотоксинемия, как результат дисфункции кишечного барьера, 
формируют устойчивое воспалительное состояние в околожелудочковых зонах 
мозга, с последующей дестабилизацией гематоэнцефалического барьера и рас-
пространением воспаления на другие участки мозга [2]. 

Позитивную роль микрофлоры кишечника трудно недооценить: регуляция 
газового состава кишечника и других полостей организма: морфокинетическое 
действие (у безмикробных животных снижена митотическая активность эритроцитов, 
скорость их миграции по микроворсинкам), участие в водно-солевом обмене, в 
рециркуляции желчных кислот, холестерина и других макромолекул, обеспечение 
колонизационной резистентности и участие в неспецифической стимуляции имму-
нокомпетентных клеток и тканей (адъювантно – активные соединения, имеющие в 
качестве действующего начала ЛПС и мурамил дипептид) образуются из нормальной 
микрофлоры кишечника человека и животных под воздействием лизоцима и других 
литических агентов, постоянно присутствующих в просвете  кишечника [3]. 

 
Maтериалы и методы 
Нами было обследовано более двадцати больных с аденокарциномой сигмовид-

ной кишки. Бактериологическое исследование проводили согласно методическим 
указаниям по микробиологической диагностике заболеваний, вызванных энтеробак-
териями. Идентификацию высеваемых микроорганизмов проводили с помощью био-
химических тестов [4]. Для ультраструктурных исследований использовали методы, 
принятые в электронной микроскопии для изучения микробов [5]. Просмотр и съем-
ку проводили при помощи электронного микроскопа BS 613 фирмы „Tesla“. 
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Эритроциты получали у больных с острым лейкозом. На определенную часть 
эритроцитарного осадка in vitro добавляли взвесь кишечной палочки, а на другую 
часть – физиологический раствор (контроль). После 2-х часовой инкубации взвеси 
центрифугировали, полученные осадки обрабатывали по общепринятой в элект-
ронной микроскопии методике [5], фиксировали 2.5% раствором глютаральдегида, 
приготовленным на 0.1 М фосфатном буфере с РН 7.2-7.4, дефиксировали 1% раст-
вором OSO4  на том же буфере. Готовые эпон-аралдитовые блоки резали на авст-
рийском ультратоме фирмы ‹Reichert - Guhg›. Просмотр и съемку ультратонких конт-
растированных срезов проводили при помощи электронного микроскопа BS 613 
фирмы „Tesla“. 

 
Результаты и обсуждение 
Наши исследования показали, что в основном высеивалась кишечная палочка, 

причем как lact+, так и lact- формы.Что касается численности “внекишечной“ 
популяции E.coli, то в момент операции ее количевство было максимально, на второй 
день уменьшалось и вновь восстанавливалось на 3-4-й день после операции. 

 Согласно полученным данным у макроорганизма при патологии (аденокарци-
нома сигмовидной кишки) наблюдается активация процесса транслокации фекальной 
флоры, в частности E.coli, из кишечника и выход ее в кровь, а соотвественно, ин-
фицирование внутренных органов и опухоли. 

Еще в конце XIX столетия хирург У. Коли обратил внимание на то,что сопутст-
вующие инфекции у онкологических больных вызывали частичное рассасывание 
опухоли. Инфекционный процесс эндогенного и экзогенного происхождения нередко 
сопровождает самые различные повреждеающие воздействия на макроорганизм, в 
том числе обширные ожоги, радиоционное поражение, политравму, массивную 
кровопотерю, и осложняет течение патологии. Причем у таких больных из крови 
чаще всего высеиваются энтеробактерии [6]. Во всех этих случаях наблюдается 
следующий ключевой момент: эшерихии из микробиоценоза кишечника при нару-
шении иммунобиологических барьеров макроорганизма транслоцируются в мезен-
теральные лимфоузлы и через портальную венозную систему в кровеносное русло; 
возникающая при этом бактеремия способствует диссиминации эшерихий в макроор-
ганизме с инфицированием его внутренних органов. 

Ультратонкие срезы E.coli, полученные из кала онкологических больных, пред-
ставлены на разных стадиях роста и размножения. Наблюдались бактерии, находя-
щиеся в логарифмической и стандартной фазах, с нормальным строением бакте-
риальной оболочки, цитоплазмой, наполненной выраженными фибриллами ДНК. 
Однако, у некоторых бактерий имеются изменения в виде съеживания цитоплазмы в 
кончике палочки и ее отслоения от клеточной стенки вместе с цитоплазматической 
мембраной. Обнаружена группа бактерий с плазмолизом. Циркулирующие в крови 
больного кишечные палочки на ультратонких срезах в основном сходны с конт-
рольными. Часто клеточная стенка несколько отстает от цитоплазматической мемб-
раны, иногда видны нечеткие контуры бактериальной стенки. У некоторых бактерий 
на одном из двух концов видно очаговое расширение периплазматического про-
странства (рисунок1). 

Полученные электронно- микроскопические данные показывают, что если 
кишечник , где происходят изменения с микробом, иногда необратимые (образование 
бесструктурных  протопластов), является наименее благоприятной средой для E. coli, 
то кровь, а тем более опухоль – наиболее благоприятные условия для ее сущест-
вования. 

 
 



 

 21 

 
                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 1.Очаговое расширение периплазматического пространства.  
 
Возможность проникновения эшерихий за пределы кишечника определяется не 

только качественными (инвазивными) характеристиками бактерий, сколько дефек-
тами в системе колонизационной резистентности хoзяина. Развитие последних сопря-
жено с ослаблением барьерной функции кишечного микробиоценоза (в том числе за 
счет количественного снижения его анаэробного звена – бифидумбактерии и др.), 
повышением проницаемости мукозной выстилки кишечника и нарушением иммун-
ного статуса макроорганизмов [7]. 

Таким образом, кишечные палочки – возбудители кишечных и внекишечных 
эшерихиозов различаются по характеру складывающихся симбиотических взаимоот-
ношений макроорганизмов; первые, как правило, исходно формулируют паразито-
гостальные связи, тогда как вторые преимущественно вступают в комменсальные 
отношения с хозяином. 

Бактерицидные свойства крови и других биологических жидкостей организма 
играют важную роль в защите организма от инфекции. Они обусловлены как иммун-
ными, так и неиммунными механизмами. К первым относится бактериолотический 
эффект антител и комплемента, ко вторым – различные бактерицидные белки 
(протеины, увеличивающие пермеабилизацию бактерий, лизоцим, лактоферин и др.) 
и антибактериальные пептиды (дефексины, кателлицидины) [8]. 

Поскольку цель последующего исследования in vitro оценить роль бактерий в 
развитии опухолевых процессов и изучить структурные изменения, происходящие с 
эритроцитами, выделенными у больных острым лейкозом, то полученные данные 
показали, что эритроциты больных острым лейкозом находятся в состоянии ани-
зоцитоза и пойкилоцитоза, иногда наблюдались эротроциты, увеличенные трех-
кратно, при этом они приобретали самые разнообразные, причудливые формы (ри-
сунок 2,4).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Рис. 2 Эритроциты причудливой формы.                   Рис.  3 Скопления E. coli. обычной формы и строения.  
 
На срезах между эритроцитами выявлялись скопления E. сoli, которые не де-

лились и имели обычную форму и строение (рисунок 3).  
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При больших увеличениях было видно, что иногда бактерии приближались к 
эритроцитам, без признаков адгезии. Наблюдались эритроциты, в разных частях ко-
торых обнаруживались мелкие, светлые и круглые образования. Часть этих обра-
зований с ровными краями располагалась внутри эритроцита, другая часть с зазуб-
ренными очертаниями подходила ближе к поверхности эритроцита (рисунок 4). 

 
                                  

                         
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 4. Эритроциты с мелкими, светлыми и круглыми образованиями. 
 
Неровные края светлых образований свидетельствовали о разрушении цито-

плазматической мембраны эритроцита (рисунок 5).  
 

 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 

   Рис.5. Разрушенная цитоплазматическая мембрана эритроцита. 
 

Вероятно, разрушение происходило в результате воздействия бактерий кишеч-
ной палочки [5]. Центрально расположенные пузырки имели разные размеры и, 
видимо, образовывались после соединения приближающихся отростков измененных 
эритроцитов (рисунок 6). 

 
                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     Рис. 6. Измененные эритроциты, центрально расположенные пузырки. 

  
В результате проведенных исследований получены данные о функционировании 

системы "бактерия-эритроцит" с учетом уровня экспресии свойств микроорганизмов 
и внутриэритроцитарного их влияния. Установлен феномен внутриэритроцитарного 
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взаимодействия бактерий. В пользу этого предположения свидетельствуют разру-
шение цитоплазматических мембран эритроцитов и появление в них пузырьков с 
зазубренными краями. 

Возможно, взаимодействие бактерий с эритроцитами осуществляется посредст-
вом факторов патогенности. Особое место в ряду факторов патогенности занимают 
внеклеточно секретируемые молекулы с мембрано-повреждающей способностью, 
получившие общее название "гемолизины". Микроорганизмы, синтезирующие дан-
ные молекулы, обладают гемолитической активностью, в результате чего происходит 
лизис эритроцитов с последующим освобождением гемоглобина [9]. 

 Для реализации и усиления патогенных свойств микроорганизмам необходимо 
определенное количевство железа, которое они должны утилизировать в организме 
хозяина при развитии инфекционного процесса. Сорбируя из среды железо, бактерии 
приобретают способность лучше противостоять неблагоприятным факторам, а также 
получают преимущества в конкурентной борьбе [10]. 
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Впервые при экспериментальном биполярном расстройстве (БР) показано терапевти-
ческое действие смеси селективных штаммов пробиотиков, обладающих нейроактивным, 
антигрибковым и иммуностимулирующим воздействием. Их предварительное введение  
крысам в течение 2 недель до инъекций дексамфетамина (AMPH) и далее 24 дня параллельно с 
ним, восстанавливало микробиоту и поведенческие характеристики, подавляло процессы 
перекисного окисления липидов и снижало субклеточную активность изоформ аргиназы, в 
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отделах кортиколимбической системы, в течение 21 дня после AMPH-индуцированного БР. 
Аргиназа, биполярное расстройство, дексамфетамин, кортиколимбическая система, 

митохондрии, перекисное окисление липидов, пробиотики, цитоплазма. 
 
We show for the first time the therapeutic effects of the probiotic selective strains with 

neuroactive, antifungal and immune-stimulatory activity following experimental bipolar disorder 
(BD). Administration of this composition 2 weeks before and 24 days parallel with dexamphetamine 
(AMPH) injections restore microbiota and behavioral characteristics with a concomitant inhibition of 
both lipid peroxidation processes and arginase intracellular activity in the regions of corticolimbic 
system for 21 days after AMPH-induced BD 

Arginase, bipolar disorder, corticolimbic system, cytoplasm, dexamphetamine, lipid pero-
xidation, mitochondria, probiotics . 

 
ÜÛ³ñ¹³ÛÇÝ, Ñ³Ï³ëÝÏ³ÛÇÝ ¢  ÇÙáõÝËÃ³ÝÇã ³ÏïÇíáõÃÛ³Ùμ ûÅïí³Í  åñáμÇáïÇÏÝ»ñÇ Ë³é-

Ýáõñ¹Ç Ã»ñ³å¢ïÇÏ ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ ³é³çÇÝ ³Ý·³Ù óáõó³μ»ñí»É ¿ ÷áñÓ³ñ³ñ³Ï³Ý »ñÏμ¢»é 
Ë³Ý³·³ñÙ³Ý (ºÊ) Å³Ù³Ý³Ï: Üßí³Í Ë³éÝáõñ¹Ç Ý»ñÙáõÍáõÙÁ ¹»ùë³Ùý»ï³ÙÇÝÇ (AMPH) Ý»-
ñ³ñÏáõÙÝ»ñÇó 2 ß³μ³Ã ³é³ç ¢ 24 ûñ AMPH-ÇÝ ½áõ·³Ñ»é Ï³ñ·³íáñáõÙ ¿ Ï»Ý¹³ÝÇÝ»ñÇ ÙÇÏñá-
μÇáï³Ý ¢ í³ñù³ÛÇÝ μÝáõÃ³·ÇñÁ áõ ÙÇ³Å³Ù³Ý³Ï »ñÏ³ñ³ï¢ ³ñ·»É³ÏáõÙ ¿ ÉÇåÇ¹Ý»ñÇ ·»ñûù-
ëÇ¹³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óÝ»ñÁ ¢ ³ñ·ÇÝ³½Ç Ý»ñμçç³ÛÇÝ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ ·ÉËáõÕ»ÕÇ Ï»Õ¢³ÉÇÙμÇ³Ï³Ý 
Ñ³Ù³Ï³ñ·Ç μ³ÅÇÝÝ»ñáõÙ AMPH-Ù³Ï³Íí³Í ºÊ  ³é³ç³óáõÙÇó  21 ûñ Ñ»ïá: 

²ñ·ÇÝ³½, μçç³åÉ³½Ù³, ¹»ùë³Ùý»ï³ÙÇÝ, »ñÏμ¢»é Ë³Ý³·³ñáõÙ,  ÉÇåÇ¹Ý»ñÇ ·»ñûùëÇ-
¹³óáõÙ, Ï»Õ¢³ÉÇÙμÇ³Ï³Ý Ñ³Ù³Ï³ñ·, ÙÇïáùáÝ¹ñÇáõÙÝ»ñ, åñáμÇáïÇÏÝ»ñ 

 
Исследования последних лет свидетельствуют о критическом влиянии микро-

биоты на психическое состояние  и поведение хозяина [17]. Сообщалось о наруше-
ниях микробиоты и активировании оппортунистических микробов при биполярных 
расстройствах (БР) и шизофрении [10]. При экспериментальном БР нами также было 
выявлено подавление роста облигатной микрофлоры, обильное разрастание Candida 
albicans, и манифестация Staphylococcus aureus и гемолитической E. coli [2]. Вве-
дение селективных штаммов пробиотиков, иммобилизованных на цеолите, препят-
ствовали нарушению когнитивных функций и развитию депрессивоподобного состо-
яния у стрессированных крыс [6]. В данной работе изучено влияние смеси отобран-
ных пробиотиков в кортиколимбической системе в динамике экспериментального 
БР.  

 
Материал и методы  
 
Моделирование БР. Эксперименты проводили на половозрелых 2- 3-месячных 

белых крысах-самцах линии Вистар массой 120-150 г, которые ежедневно получали 
одноразовую внутримышечную инъекцию 0.2 мл d-амфетамин сульфата (дексам-
фетамин, AMPH) (Sigma, St. Louis, Mo.) (2-6 мг/кг массы тела, 18 инъекций) [11, 22]. 
Животные были разделены на группы по 12 в каждой: контрольная - интактные 
крысы, и  опытные,  которых исследовали сразу и через одну, две и три недели после 
прекращения введения AMPH, крысы, получавшие per os  1 мл смеси пробиотиков (6 
х 109 КОЕ/мл)  в течение 2 недель до инъекций AMPH, далее параллельно с AMPH и 
исследуемые в те же сроки.    

Штаммы пробиотиков. Коммерчески доступный порошок, содержащий живые 
бактерии E. coli штамм М17, Lactobacillus salivarius штамм B-7701, L. Rhamnosus 
штамм ВКПМ В-6778 (VITAMAX-E, LTD Co, Yerevan RA), L. plantarum штамм 
ЦМПМ В-2353, L. acidophilus штамм ИНМИА 9602 (РЦДМ), и Bifidobacterium 
bifidum  ВКПМ штамм АС-1666,  регидратировали до 109 КОЕ/мл в стерильном 
0,85% NaCl и культивировали в анаэробных условиях при 37°С в MRS среде.  

Поведение животных оценивали в тестах  “открытое поле” (ОП) и “приподня-
тый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) [1, 5, 9].  
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Забор биологического материала. После тестирования на поведенческую ак-
тивность, крыс декапитировали, забирали кровь и извлекали структуры мозга. Каж-
дое животное вскрывалось в асептических условиях и образцы кала из нижней части 
кишки, кровь, полученная после декапитации, и смывы с мозга забирались для иден-
тификации микроорганизмов установленными процедурами [4].  

Выделение  цитоплазматической и митохондриальной фракций структур 
мозга осуществляли методом дифференциального центрифугирования [3]  

Активность аргиназы определяли по аргинин-зависимому образованию орни-
тина (в течение 1 ч при 37 оС) в реакционной смеси: 20 мМ HEPES  буфер рН 7.4 со-
держащем 2 мМ дитиотреитол, 0.05 М МnCl2 ∙ 4H2O и 0.2 М L-аргинин, и выражали в 
мкмоль L-орнитина / мг белка / ч [15].  

Содержание белка определяли методом Лоури [19]. 
Статистика. Достоверность различий оценивали на основе параметрического 

однофакторного дисперсионного анализа (one-way Anova) и последующим постдис-
персионным анализом Холм-Сидака с помощью пакета программ  SigmaStat 3.5  

 
Результаты и обсуждение 
 
Для имитации  БР человека молодым самцам крыс ежедневно в течение 24 дней 

вводили возрастающие нетоксические дозы AMPH, которые вызывают циклические 
изменения поведенческих характеристик [21]. С целью воздействия на весь комплекс 
изменений, выявленных при экспериментальном БР использовали смесь пробио-
тиков: психобиотики L. Rhamnosus и Bifidobacterium bifidum [7, 25], обладающие 
противогрибковым и иммуностимулирующим действием L. salivarius, L. рlantarum и 
L. acidophilus, [13] и E. coli, основной конкурент условно-патогенной микрофлоры 
[14, 18]. Обработка пробиотиками подавляла AMPH-индуцированные маниакальные 
проявления, нормализовало микробиоту, и препятствoвала  развитию гистопато-
логических изменений в отделах кортиколимбической системы мозга, которые при 
отсутствии лечения наблюдались и по истечении трех недель после прекращения 
инъекций дексамфетамина [2]. Введение коктейля пробиотиков регион-специфи-
чески подавляло процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ) сразу по окон-
чании курса инъекций AMPH и в постамфетаминовый период (рис. 1). 
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Рис. 1. Влияние композиции пробиотиков (ПБ) на содержание малонового диальдегида (МДА) в отделах 
кортиколимбической системы в динамике БР. Здесь и далее результаты представлены в виде M ± SEM, 
n=12, достоверность (p) различий по сравнению с контролем представлена обозначениями:  # p>0.05, * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p <0.001. 
 
Благотворное действие пробиотиков отчасти обусловлено купированиeм ими 

свободнорадикального окисления  вовлеченнoго в этиопатогенез БР [23]. Инги-
бированием ПОЛ можно объяснить выявленное нами  модулирующее влияние про-
биотиков на активность цитоплазматического и митохондриального изоферментов 
аргиназы (АРГ1 и АРГ2, соответственно), которые лимитируют содержание арги-
нина, расщепляя его на орнитин и мочевину. Отметим, что АРГ1 участвует в путях 
синтеза из орнитина пролина или глутамата, а АРГ2 направляет метаболизм в сто-
рону синтеза путресцина и далее полиаминов, вовлеченных в механизмы БР и ши-
зофрении [8, 24].  

На рис. 2-5 представлена картина динамических изменений аргиназной актив-
ности в системе цитоплазма-митохондрии  при AMPH-индуцированном БР и впервые 
показано модулирующее времязависимое влияние превентивного и последователь-
ного лечения коктейлем пробиотиков. 
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Рис. 2. Влияние композиции пробиотиков (ПБ) на динамику сдвигов субклеточной активности аргиназы 
префронтального кортекса при БР. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рис. 3. Влияние композиции пробиотиков (ПБ) на динамику сдвигов субклеточной активности аргиназы 

стриатума при БР 
 

 
 

 
 

Рис. 4. Влияние композиции пробиотиков (ПБ) на динамику сдвигов субклеточной активности аргиназы 
гиппокампа при БР 
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Рис. 5. Влияние композиции пробиотиков (ПБ) на динамику сдвигов субклеточной активности  

аргиназы гипоталамуса при БР. 
 

Активирование процессов ПОЛ свидетельствует о стимулировании свободно-
радикальных процессов с выбросом супероксид-аниона и H2O2, вызывающих повы-
шение содержания мРНК АРГ1 и возрастание ее активности [20]. АРГ1 может также 
индуцироваться окисленными и ацетилированными липопротеинами [12]. Таким 
образом, окислительный стресс при БР может являться одной из причин стиму-
лирования аргиназы. 

Аргинин оказывает нейропротекторное действие, препятствуя развитию отека 
мозга (в кортексе, стриатуме и пр.), и подавляя in vivo глутамат-индуцированную 
нейрональную активность (вентро-медиальный гипоталамус) [16]. Не исключено, что 
нормализация пробиотиками субклеточной активности изоформ аргиназы влияет на 
содержание аргинина и коррегирует гистопатологической картины в структурах моз-
га, поскольку пробиотики препятствовали образованию отеков, пролиферации и 
появлению атипичных клеток, которые наблюдались при экспериментальном БР 
(статья в печати).  

Полученные результаты позволяют осмыслить молекулярные механизмы воз-
действия пробиотиков и открывают перспективу для клинических исследований в 
целях их использования для профилактики, терапии  и предотвращения рецидивов 
БР. 
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Исследовано действие режима освещения на выделение водорода (Н2) зеленой микро-

водорослью Parachlorella kessleri РА-002 и пурпурной бактерией Rhodobacter sphaeroides 
MDC6521. Выявлено, что P. kessleri и R. sphaeroides не способны к выделению Н2 в темноте. 
Когда культуры R. sphaeroides освещались через 24 ч темнового периода, выход H2 возрастал в 
2.5 раза, по сравнению с контрольным образцом; тогда как выделение H2 P. kessleri увели-
чивалось в 1.5 раза при темновой инкубации микроводорослей после предварительного осве-
щения в течение 24 ч. Это увеличение выхода H2 возможно за счет активации соответст-
вующих ферментов и создания анаэробных условий. Полученные результаты важны для 
выявления механизмов выделения Н2 у фототрофов, а также для дальнейшего совершенст-
вования водородной биотехнологии. 

Режим освещения – выделение водорода – Rhodobacter sphaeroides – Parachlorella 
kessleri 

 
àõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ Éáõë³íáñáõÃÛ³Ý é»ÅÇÙÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ Parachlorella kessleri PA-002 

Ï³Ý³ã ÙÇÏñáçñÇÙáõéáõÙ ¢ Rhodobacter sphaeroides MDC6521 ÍÇñ³Ý³·áõÛÝ μ³Ïï»ñÇ³ÛáõÙ çñ³ÍÝÇ 
(H2) ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý íñ³: òáõÛó ¿ ïñí»É, áñ P. kessleri ¢ R. sphaeroides ã»Ý ³ñï³¹ñáõÙ H2 ÙÃÝ³ÛÇÝ 
å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ: ºñμ R. sphaeroides-Á Éáõë³íáñí»É ¿ 24 Å ÙÃÝ³ÛÇÝ ÷áõÉÇó Ñ»ïá, H2-Ç »ÉùÁ ³×»É ¿ 2.5 
³Ý·³Ù, ëïáõ·ÇãÇ Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ: ê³Ï³ÛÝ P. kessleri-áõÙ H2-Ç ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝÁ ËÃ³Ýí»É ¿ 1.5 
³Ý·³Ù, »ñμ ÏáõÉïáõñ³Ý 24 Å Éáõë³íáñáõÃÛáõÝÇó Ñ»ïá ï»Õ³÷áËí»É ¿ ÙÃÝ³ÛÇÝ å³ÛÙ³ÝÝ»ñ: H2-Ç 
³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý ËÃ³ÝáõÙÁ Ï³ñáÕ ¿ å³ÛÙ³Ý³íáñí³Í ÉÇÝ»É Ñ³Ù³å³ï³ëË³Ý ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ 
³ÏïÇí³óÙ³Ùμ ¢ ³Ý³¿ñáμ å³ÛÙ³ÝÝ»ñÇ ëï»ÕÍÙ³Ùμ: êï³óí³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÁ Ï³ñ¢áñ »Ý ýáïá-
ïñáýÝ»ñáõÙ H2-Ç ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý Ù»Ë³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ å³ñ½³μ³ÝÙ³Ý, ÇÝãå»ë Ý³¢ çñ³ÍÝ³ÛÇÝ Ï»Ý-
ë³ï»ËÝáÉá·Ç³ÛÇ μ³ñ»É³íÙ³Ý Ñ³Ù³ñ: 

Èáõë³íáñáõÃÛáõÝÁ é»ÅÇÙ – çñ³ÍÝÇ ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝ – Rhodobacter sphaeroides – Parachlorella 
kessleri 

 
The effect of the lighting regime on the hydrogen (H2) production by green microalgae 

Parachlorella kessleri PA-002 and purple bacterium Rhodobacter sphaeroides MDC6521 has been 
investigated. It has been shown that P. kessleri and R. sphaeroides don’t produce H2 at the darkness. 
When R. sphaeroides culture was illuminated after 24 h of dark period, the H2 yield was increased 2.5 
fold in comparison with the control sample; whereas the H2 production by P. kessleri was enhanced 
by 1.5 fold during the dark incubation of microalgae after pre-illumination during 24 h. H2 yield 
increase is possible due to activation of the corresponding enzymes and the creation of anaerobic 
conditions. The results obtained are important for understanding of H2 production mechanisms in 
phototrophs, as well as for further improvement of hydrogen biotechnology. 

Lighting regime – hydrogen production - Rhodobacter sphaeroides - Parachlorella kessleri 
 
В настоящее время одним из актуальных направлений водородной биотехно-

логии и биоэнергетики является поиск микроорганизмов, способных к эффективному 
выделению молекулярного водорода (Н2), и создание оптимальных условий, обес-
печивающих высокие выход и скорость продуцирования Н2 [2, 3, 11]. Как известно, 
Н2 является одним из наиболее перспективных альтернативных источников экологи-
чески чистой энергии, и может сыграть значительную роль в энергетических техно-
логиях будущего. 
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Биологическое выделение H2 имеет ряд преимуществ по сравнению с другими 
способами получения водорода, одно из которых – низкие энергетические затраты, 
особенно при производстве H2 организмами, использующими солнечный свет в 
качестве источника энергии. Светозависимое выделение Н2 осуществляется тремя 
группами фотосинтезирующих организмов – зелеными водорослями и цианобакте-
риями в процессе прямого и непрямого биофотолиза, и пурпурными бактериями – в 
процессе фотоброжения органических соединений [2-4, 9, 11].  

В основе светозависимого выделения Н2 фототрофными организмами лежит 
процесс фотосинтеза. В ходе фотофизических и фотохимических процессов в фото-
трофах за счет солнечной энергии при определенных условиях выделяется Н2 [2-4, 
11]. Данный процесс у пурпурных бактерий катализируется ферментом нитрогеназой 
с использованием АТФ, тогда как у зеленых микроводорослей выделение Н2 обус-
ловлено деятельностью другого фермента – гидрогеназы [4, 9]. 

Выход  H2  зависит  от  ряда  факторов:  вида  и  возраста  культуры, от природы 
использованных субстратов, а также от анаэробных условий роста  и  температуры, 
pH, и наличия макро- и микроэлементов [2-4, 9-12].  

Большое влияние на выделение биоводорода оказывают условия освещения. 
Интенсивность света – важный фактор среды, влияющий на рост, выход и скорость 
выделения H2  фотосинтезирующими организмами [7, 10, 12]. Умеренная интенсив-
ность света обеспечивает фототрофов восстановленными эквивалентами и АТФ по-
средством мембранно-связанного электронного транспорта, который участвует в 
выделении H2, а также активирует водород-производящие ферменты – нитрогеназу и 
гидрогеназу [4, 7, 12]. С этой точки зрения актуальным является оптимизация усло-
вий культивирования микроорганизмов, в частности, выбор режима освещения для 
увеличения выхода Н2. 

Целью настоящей работы было исследование влияния режима освещения на 
окислительно-восстановительный потенциал (ОВП) и выделение Н2 зеленой микро-
водорослью Paraclorella kessleri РА-002 и пурпурной бактерией R. sphaeroides 
MDC6521. 

 
Материалы и методы 
В работе использовались пурпурная несерная бактерия R. sphaeroides, шт. 

MDC6521, выделенная из минерального источника Арзни в Армении, и зеленая 
микроводоросль P. kessleri PA-002 (Центр депонирования микроорганизмов НАН 
Армении, Ереван, Армения, WDCM803). R. sphaeroides выращивали в анаэробных 
условиях на среде Ормерода, а P. kessleri – в аэробных условиях на среде Тамия, в 
термостате при рН 7.5±0.2, температуре 30±0.2 0С и освещении 2000 люкс [1, 5, 6]. 
Для освещения использовали галогеновые лампы (мощность – 60 Вт). Интенсивность 
света измеряли люксметром LM37 (Carl Roth, Germany). Для исследования 
выделения H2 P. kessleri суспензию микроводоросли в стационарной фазе роста 
выделяли центрифугированием и суспендировали в среде TAP (pH 7.5). 

Рост R. sphaeroides и P. kessleri контролировали путем измерения оптической 
плотности (ОП) суспензии на спектрофотометре Spectro UV-Vis Auto (Labomed, 
США) при длине волны 660 и 680 нм, соответственно [1, 5, 6]. рН среды определяли 
с помощью чувствительного рН-метра с соответствующим селективным электродом 
типа HJ1131B (Hanna Instruments, Португалия) и регулировали с помощью 0.1 М 
NaOH и HCl [5, 6]. 

Величину окислительно-восстановительного потенциала (ОВП) определяли с 
помощью цифровых иономеров И-160 МП (Гомельский завод измерительных при-
боров, г. Гомель, Беларусь) с использованием платинового (ЭПВ-01) и титан-сили-
катного (ЭО-21) электродов, как описано ранее [5, 6]. 
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Выход H2 рассчитывали по изменению величины ОВП и выражали в ммоль H2/л 

культуры как описано ранее [5, 6]. Выделение Н2 также подтверждали химическим 
методом как описано [5, 8].  

В работе использовали реактивы аналитической чистоты (Carl Roth GmbH, 
Германия, Sigma Aldrich, США). Приводятся средние данные из 3 независимых 
экспериментов со стандартной ошибкой [5, 6]. 

 
Результаты и обсуждение 
Применялись четыре режима культивирования: первая культура подвергалась 

непрерывному освещению в течении 72 ч и служила в качестве контроля; вторая 
культура находилась в темновых условиях в течение 72 ч; третья культура 
освещалась в течение 24 ч, затем помещалась в темновые условия; и наконец 
четвертая – освещалась через 24 ч темнового периода.  

Для выяснения механизмов действия режима освещения на P. kessleri и R. 
sphaeroides исследовали изменения ОВП и рН среды при росте организмов в 
различных условиях освещения. Как известно, ОВП является важным фактором, 
определяющим анаэробный рост микроорганизмов, сопровождающийся падением 
ОВП от положительных величин до отрицательных [6]. Падение ОВП указывает на 
восстановительные процессы, связанные с формированием конечных продуктов 
брожения, что является типичным для метаболических процессов во время роста 
клеток в анаэробных условиях [6, 11]. Связь между изменением ОВП и выделением 
H2 была показана ранее для R. sphaeroides [5, 6].  

Рост P. kessleri в течение 72 ч непрерывного освещения сопровождался паде-
нием величины ОВП от положительных (235 ± 10 мВ) до отрицательных значений (–
480 ± 20 мВ) (Рис. 1А). Такое падение ОВП может свидетельствовать не только о 
повышении восстановительных процессов, но и о фотовыделении H2 [5, 6]. ОВП 
культуры, находящейся в темновых условиях, не подвергался резким изменениям (не 
показано). ОВП P. kessleri, которая находилась в темноте после 24 ч освещения, 
понижался до –535 ± 20 мВ (Рис. 1А). Падение ОВП может быть связано с посте-
пенным уменьшением в темновых услових интенсивности фотосинтеза и скорости 
продуцирования О2, а также с поглощением в процессе дыхания всего О2, что 
привело к созданию анаэробных условий и к синтезу Н2. Однако при освещении 
культуры P. kessleri после 24 ч темновой инкубации величина ОВП составляла –415 ± 
10 мВ (Рис. 1А). Такое изменение ОВП может быть связано с включением фото-
синтеза и выделением О2 при освещении.   

Рост контрольных клеток R. sphaeroides сопровождался падением величины 
ОВП от положительных (120 ± 10 мВ) в начале лаг-фазы роста до низких отрица-
тельных значений (–550 ± 20 мВ) при переходе в стационарную фазу (Рис. 1А). Такое 
падение ОВП свидетельствует об усилении восстановительных процессов, что харак-
терно для бактериального метаболизма в анаэробных условиях, а также о выделении 
H2 [5, 6]. ОВП бактерии, находящейся в темновых условиях, изменялся незначи-
тельно (не показано). При освещении культуры в течение 24 ч и применении тем-
новых условий, величина ОВП составляла –400 ± 20 мВ, тогда как освещение куль-
туры R. sphaeroides через 24 ч темновой инкубации приводило к резкому падению 
ОВП до –610 ± 20 мВ (Рис. 1А). 

Как известно, ОВП зависит от рН среды, который является одним из важных 
показателей роста микроорганизмов в разных условиях среды [5, 6]. При различных 
режимах освещения наблюдался рост рН, при этом рН среды P. kesslerii не 
подвергался резким изменениям, тогда как рН среды R. sphaeroides возрастал от 7.5 
(начальное значение рН) до 9.0-9.2 при непрерывном освещении и при режиме 24 ч в 
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темноте/48 ч освещения, соответственно (рис. 1Б). Изменение рН связано с обра-
зованием различных продуктов метаболизма, в том числе и Н2 [5, 6]. 

 

 
Рис. 1. Изменение ОВП (А) и рН (Б) среды P. kessleri РА-002 и R. sphaeroides MDC6521 при различных 

режимах освещения (pH определяли как разницу между начальным и конечным значениями рН). 
 
Как видно из табл. 1, при непрерывном освещении культуры как зеленой 

микроводоросли, так и пурпурной бактерии, выделяли Н2, при этом выход Н2 у R. 
sphaeroides в 1.6 раз превышал выделение Н2 P. kessleri. Как оказалось, P. kessleri и R. 
sphaeroides не способны к выделению Н2 в темноте (табл. 1). Выделение водорода P. 
kesslerii возрастало в 1.5 раза, по сравнению с контролем, в темновых условиях после 
предварительного освещения в течение 24 ч. Это увеличение выхода H2 возможно за 
счет темновой анаэробной адаптации микроводорослей, при которой активируется 
гидрогеназа – фермент, обеспечивающий образование Н2 [9, 10]. Однако когда P. 
kessleri освещалась через 24 ч темновой инкубации, то выход Н2 подавлялся 
приблизительно в 2 раза, по сравнению с контролем (табл. 1). Снижение выхода Н2 
может быть связано с включением процесса фотосинтеза и продуцированием О2, 
подавляющего активность гидрогеназы. 

Когда культура R. sphaeroides освещалась через 24 ч темновой инкубации, выход 
H2 возрастал в 2.5 раза, по сравнению с контрольным образцом (табл. 1). Это 
увеличение выхода H2 возможно за счет активации нитрогеназы и синтеза АТФ, 
необходимого для выделения H2 в процессе фотоброжения. Катализируемое нитро-
геназой выделение H2 требует поступление электронов от восстановленного фере-
доксина, а также больших количеств АТФ, т.е. является энергозависимым процессом. 
При освещении культуры в течение 24 ч и переносе в темновые условия, выделение 
H2 бактерией R. sphaeroides подавлялось в 3 раза, по сравнению с контрольным 
образцом (табл. 1). Это может быть обусловлено тем, что при росте в темновых 
условиях наблюдается недостаток световой энергии, необходимой для синтеза АТФ 
и выделения Н2 [12].  

 
Табл. 1. Влияние режима освещения на выделение H2 зеленой микроводорослью P. kessleri 

РА-002 и пурпурной бактерией R. sphaeroides MDC6521. 
 

 Выход H2
*, ммоль/л 

Культура Контроль 

(непрерывное 

72 ч в 

темноте 

24 ч освещения/ 

48 ч в темноте  

24 ч в темноте/ 

48 ч освещения 
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освещение) 

P. kessleri 1.40±0.06 – 2.14±0.10 0.75±0.05 

R. sphaeroides 2.20 ± 0.06 – 0.73±0.05 5.50±0.10 
*Выход H2 определяли по изменению ОВП.  
Минус (–) указывает на отсутствие выделения H2. 

 
Таким образом, оптимизация режима освещения может привести к увеличения 

выделения Н2 фототрофными организмами. Полученные результаты важны для 
выявления механизмов выделения Н2 у фототрофов, а также для дальнейшего совер-
шенствования водородной биотехнологии. 
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помощь в интерпретации полученных результатов. Работа выполнена при финан-
совой поддержке Государственного комитета по науке Министерства образования и 
науки РА, грант №15Т-1F123. 
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Виды рода Pseudomonas играют важную роль как при выращивании аква-
культуры, так и при ее переработке. Ряд видов указанного рода являются возбу-
дителями бактериозов аквакультуры форели на разных стадиях выращивания (Austin 
et al.2016). Виды P.fluorescens и P. aeruginosa являются типичными представителями 
водных экосистем, как открытых водоемов, так и артезианской воды (Nasreen et al., 
2015; Grigoryan et al., 2015). Бактерии из рода Pseudomonas способны размножаться  
и не терять жизнеспособность при температуре 50С и ниже. Они могут развиваться в 
холодильных камерах, по всей  цепочке холодильного хранения рыбной продукции 
(Todd and Notermans, 2011). Отдельные виды рода Pseudomonas являются причиной  
изменения  качества рыбы, с ухудшением органолептических показателей. Такие 
изменения  существенно сокращают сроки хранения продукта. (Arslan et al., 2011).  

    Основная  цель  работы – изучение видового состава бактерий, контамини-
рующих рабочие поверхности в процессе производства охлажденной форели; изу-
чение влияния  контактного времени испытуемого биоцида на жизнеспособность   
бактерий рода Pseudomonas spp.    

 
Материал и методы 
2.1 Отбор проб, Отбор образцов  с кожных покровов рыбы  и поверхностей, 

контактирующих с рыбой (25см2), на всех стадиях производства, проводили методом 
мазков.  Для взятия образцов и их трансортировки в лабораторию  использованы  
HiCultureTM Transport Swabs (w/Amies Medium w/Charcoal, MS651, HiMedia, India).  

2.2. Выделение и идентификация. Для идентификации  и подсчета бактерий из 
рода Pseudomonas spp.  использована основа цетримидного агара (M024, HiMedia 
Laboratories, Mumbai, India). Для идентификации  видов рода Pseudomonas spp.  
использована хромогенная среда  HiFluoro Pseudomonas Agar Base (M1469, HiMedia 
Laboratories,Mumbai, India) и быстрая диагностика API 25PseudoAero. 

2.3. Дезинфицирующие  вещества. В представленном исследовании использо-
ван 1% водный раствор дезинфицирующого агента надуксусной кислоты  промыш-
ленного производства. Часть экспериментов проведены в производственных усло-
виях. 

Производственное тестирование. Для оценки биоцидной активности 1% 
раствора надуксусной  относительно психротрофных бактерий проводили отбор проб 
методом мазков каждые 30 мин: с рабочих поверхностей из нержавеющей стали в 
производственном цехе потрошения, включая стадии мойки и дезинфекции. Затем 
проводили посев на вышеуказанных  селективных диагностических средах.  
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Результаты и обсуждение 
 
С аквакультуры радужной форели выделено и идентифицировано 7 видов из 

родa Pseudomonas (таблица 1).  
 

Таблица 1. 
 Виды рода Pseudomonas, изолированные из сырьевой аквакультуры форели 

 
Виды рода Pseudomonas Частота встречаемости 

видов Pseudomonas   в % 
 

 изолированные  с кожи изолированные с 
жабр 

P. aeruginosa 40 45 
P.anguilloseptica  20 7 
P.stutzeri  12 8 
P.putida  35 23 
P.fluorescens  60 47 
P. alcaligines 22 5 
P. pseudoalcaligenes 6 3 
 
Виды  из родa Pseudomonas  часто выделялись из кожных покровов, жабр форе-

ли. Таким образом, сырьевая рыба является основным источником контаминации 
производственного оборудования и рабочих поверхностей  грамм отрицательными 
оксидазоположительными бактериями из рода Pseudomonas. Изолированные  виды 
относятся к  условно-патогенными, психротрофными  бактериями. Основным их  ре-
зервуаром являются водные экосистемы. Идентифицированные виды часто встре-
чаются в образцах артезианской воды (Григорян и др., 2015). На рис. 1 представлены 
результаты влияния отдельных стадий производства охлажденной форели на уровень 
контаминации сырьевой рыбы видами рода  Pseudomonas. 

 

 
 

Рис.1. Динамика роста  Pseudomonas spp. на всех стадиях производства охлажденной рыбы 
 
В процессе мойки имеет место снижение количества бактерий из рода Pseu-

domonas spp на 1 log, В конце  12 часового хранения потрошеной рыбы при темпе-
ратуре -3-50С наблюдается увеличение количества бактерий от 65 до 300 кое/25 см2.  
При хранении охлажденной рыбы в течении 14 дней количество бактерий из рода 
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Pseudomonas spp  достигает до 107-108 /25см2. В процессе хранения сырьевой рыбы 
под слоем льда количество психротрофных бактерий, в том числе бактерий из рода 
Pseudomonas  в течение  24ч может достигнуть  до 107 кое/25см2, при исходной степе-
ни контаминации порядка 104кое/см2. Согласно Обемата (Obemeata et al., 2011),  при 
аэробном хранении сырьевой рыбы под слоем льда, в течение 20 дней, при темпе-
ратуре -40С, в основном, наблюдалось развитее видов из родов Pseudomonas, Staphy-
lococcus, Proteus, Bacillus, Micrococcus и Aeromonas spp .  Авторы подчеркивают, что 
только виды родов  Pseudomonas, Staphylococcus, Proteus и  Bacillus spp, не теряют 
жизнеспособность  при хранении рыбы  в условиях  -18 ° C.  

Одновременно, проведена сравнительная оценка степени загрязнения рабочих 
поверхностей (столы, контейнеры и холодильные камеры) в процессе производства 
грамм отрицательными, оксидазо положительными бактериями из рода Pseudomonas 
spp (рис.2). 
 

 
Рис. 2. Распространение  бактерий рода  Pseudomonas spp.,  на рабочих поверхностях в процессе   

переработки рыбы 
 

Виды рода Pseudomonas способны развиваться в пластиковых контейнерах и на 
рабочих поверхностях из нержавеющей стали. В процессе производства охлажденной 
рыбы, пластиковые контейнеры и поверхности из нержавеющей стали, которые тесно 
контактируют с рыбой, являются хорошим субстратом для образования биопленок. 
Образование биопленок способствует  повторному загрязнению рыбы,  и поверх-
ностей, контактирующих с рыбой  психротрофными бактериями. Согласно (Verran et 
al., 2006)  микробиологический анализ биофильмов, образующихся  на  рабочих по-
верхностях рыбных предприятий, показал на доминирование в их составе видов из 
следующих родов Vibrio, Flexibacter, and Aeromonas. В представленном исследование 
особое внимание было обращено на изучение влияния методов очистки и дезин-
фекции на распространение грам отрицательных, оксидазо положительных бактерий 
на рабочих поверхностях из нержавеющей стали в зоне потрошения рыбы.  

Показана высокая ингибирующая активность 1% водного раствора надуксусной 
кислоты относительно видов Pseudomonas spp. Отмечается значительное снижение 
количества жизнеспособных клеток в течение 30 мин.,  от 700 кое/25см2 до 50кое/см2. 
Однако, начиная с 60 минут,  после обработки дезинфектантом,  отмечается развитие 
жизнеспособных клеток и рост их количества до 120-150 кое/25см2. 1% водный 
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раствор надуксусной кислоты проявляет временное ингибирование психротрофных 
бактерий рода Pseudomonas spp., влияющих на качество охлажденной форели. В 
соответствие с результатами исследований Тоте (Tote et al., 2010) надуксусная кис-
лота способна подавить рост приблизительно  98% и 99% жизнеспособных клеток S. 
aureus and P. аeruginosa,соответственно, только в первые минуты контактного 
времени. Надуксусная кислота  не  способна ингибировать развитие психротрофных 
бактерий в биофильмах. В соответствие с данными других авторов также подчер-
кивается, что  надуксусная кислота менее эффективна относительно биофильмов в 
сравнении с другими дезинфектантами (Klorasik et al., 2010). 

 
Выводы: 
- Бактерии рода  Pseudomonas spp  являются одной из основных групп бактерий 

играющих важную роль в загрязнении охлажденной рыбы. Виды указанного рода  
относятся к психротрофным, грамм отрицательным, оксидазо положительным бак-
териям, которые обладают высокой частотой встречаемости на сырьевой рыбе, на  
рабочих поверхностях из нержавеющей стали, в процессе переработки и хранении в 
температурных пределах от +80С до -130С. 

- Следует провести более детальные исследования по моделированию форми-
рования биопленок с участием бактерий рода Pseudomonas spp, определению эффек-
тивности биоцидов относительно видов Pseudomonas spp  в сообществе  с другими 
видами, как в лабораторных, так и в производственных условиях.  
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Лектины, углеводсвязывающие белки, рассматриваются в качестве перспективных  

маркеров для выявления опухолей.  Проведена очистка фукозоспецифического лектина из лу-
ковиц тюльпана. Процедура очистки включала  фракционирօвание сульфатом аммония, ионо-
обменную хроматографию. При электрофорезе, проведенном  в неденатурирующих условиях, 
получен гомогенный препарат белка. Проведена иммобилизация фукозоспецифического лек-
тина  на  предварительно силанизированные  поверхности предметных стекол. Показано его 
специфическое связывание с клеточной линией хронической миелоидной лейкемии человека 
KCL22. 

Фукозоспецифический лектин – агглютинация – силанизация – опухоль 
 
È»ÏïÇÝÝ»ñÁª ³ÍË³çñ»ñ Ï³åáÕ ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÁ, ¹ÇïíáõÙ »Ý áñå»ë Ñ»é³ÝÏ³ñ³ÛÇÝ 

Ù³ñÏ»ñÝ»ñ Ýáñ³·áÛ³óáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ³ËïáñáßÙ³Ý Å³Ù³Ý³Ï: Æñ³Ï³Ý³óí»É ¿ ýáõÏá½ëå»óÇýÇÏ 
É»ÏïÇÝÇ ³Ýç³ïáõÙ í³ñ¹³Ï³Ï³ãÇ ëáËáõÏÝ»ñÇó: È»ÏïÇÝÇ Ù³ùñÙ³Ý ÁÝÃ³óùÁ Ý»ñ³éáõÙ ¿ 
³ÙáÝÇáõÙÇ ëáõÉý³ïáí Ýëï»óáõÙÁ ¢ ÇáÝ³÷áË³Ý³Ï³ÛÇÝ ùñáÙ³ïá·ñ³ýÇ³Ý: êï³óí»É ¿ ¿É»Ïï-
ñáýáñ»ïÇÏ ÑáÙá·»Ý ëåÇï³Ïáõó: ¾É¿Ïïñáýáñ»½Ý Çñ³Ï³Ý³óí»É ¿ áã ¹»Ý³ïáõñ³óí³Í å³Û-
Ù³ÝÝ»ñáõÙ: ì»ñáÝßÛ³É ëåÇï³ÏáõóÁ ÇÙáμÇÉÇ½³óí»É ¿ ëÇÉ³ÝÇ½³óí³Í ³é³ñÏ³Û³ÏÇñ ³å³Ïáõ 
Ù³Ï»ñ»ëÇÝ: òáõÛó ¿ ïñí³Í ïíÛ³É É»ÏïÇÝÇ ËÝ³Ù³ÏóáõÃÛáõÝÁ Ù³ñ¹áõ ³ñÛ³Ý ùñáÝÇÏ ÙÇ»ÉáÇ¹ 
É»ÛÏ»ÙÇ³ÛÇ KCL22 μçç³ÛÇÝ ·ÍÇ Ñ»ï: 

üáõÏá½ëå»óÇýÇÏ É»ÏïÇÝ – ³·ÉáõïÇÝ³óáõÙ- ëÇÉ³ÝÇ½³óáõÙ-áõéáõóù 
 
Lectins - carbohydrate binding proteins, are considered as the prospective markers for tumor 

detection.  In this respect, the purification of fucose specific lectin from tulip bulbs was conducted. 
Purification involved fractionation by ammonium sulphate, followed by ion –exchange chro-
matography. As a result electrophoretically homogeneous  protein in non-denaturating conditions  
was obtained. The protein immobilization on silanized glass slides was conducted and its binding 
with human chronic myeloid leukemia cell line KCL22 was demonstrated. 

Fucose specific lectin- agglutination- silanization- tumor 
 

Процесс канцерогенеза сопровождается серьезными изменениями в метаболизме 
клетки, направлеными на обеспечение ряда функций. В частности,   активируется 
пролиферация клетки  с одной стороны,  с другой - предотвращается  иммунный  от-
вет. Одной из основных характеристик опухолевых клеток, отличающих их от нор-
мальных , - это аберрантное   гликозилирование. Причем гликозилирование затраги-
вает как внутриклеточные белки, так и  белки на плазматической мембране. Первое 
четкое экспериментальное доказательство того, что злокачественная трансформация 
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приводит к изменениям в процессах гликозилирования на поверхности клетки, было 
представлено в работах [2, 4, 5, 6, 8, 9]. 

Гликозилирование определяет такие малигнантные свойства клеток как инва-
зивность и метастазирование, и, как полагают, с одной стороны увеличивает время 
жизни белков, блокируя их протеолиз, с другой - маскирует рецепторы на плаз-
матической мембране, предотвращая процессы апоптоза. Результаты дальнейших ис-
следований подтвердили, что неопластическая трансформация и злокачественная 
прогрессия часто сопровождаются также структурными изменениями в углеводной 
части гликоконьюгатов. Чаще всего наблюдается экспрессия эмбриональных угле-
водных антигенов, изменение групповых детерминант крови, неполный процессинг 
аспарагин-связанных олигосахаридов, увеличение сиализирования и содержания 
полилактозамина, а также разветвление триманнозильной основы комплексного типа 
N-связанных структур. Поэтому, неудивительно, что раковые маркеры очень часто 
оказываются фетальными белками. Таким образом анализ гликозилирования может с 
одной стороны позволить детектировать опухолевые клетки,  с другой - служить 
мишенью для терапии. 

Фукозилирование является одной из наиболее распространенных модификаций  
гликопротеинов и гликолипидов при онкотрансформации. Фукозилирование вклю-
чает присоединение остатка фукозы к N-гликанам, О-гликанам и гликолипидам. L-
фукоза является важным компонентом секреторных гликоконъюгатов и определяет 
фенотип многих клеточных популяций человека, так как L-фукоза входит в состав 
многих антигенных детерминант, в том числе антигенов групп крови и раковоэмб-
риональных антигенов, экспрессируемых при различных  онкологических заболе-
ваниях. 

 Хорошим инструментом для изучения процессов гликозилирования являются 
лектины - углевод связывающие белки, широко распространенные во всех организ-
мах.  К настоящему времени получено и изучено более двух сотен растительных, жи-
вотных и бактериальных лектинов. Они характеризуются специфичностью к различ-
ным сахарам, и следовательно,  разнообразие лектинов  может быть эффективно ис-
пользовано для детекции процессов гликозилирования. Поскольку аберрантное гли-
козилирование при ряде опухолей характеризуется фукозилированием белков  плаз-
матической мембраны, в данной статье была сделана попытка получения фукозо-
специфического лектина и изучения его способности связывать опухолевую клеточ-
ную линию KCL-22. Из литературы [1] известно, что лектин с такой специфичностью 
присутствует в луковицах тюльпана,  поэтому работа была направлена на очистку и 
изучение этого лектина. 

 
Материалы и методы 
Спектральные измерения проводили на спектрофотометре Hitachi 150-40, 

концентрацию белка определяли по оптической плотности при длине волны  224 нм 
и 236 нм согласно [3]. Электрофорез в неденатурирующих условиях проводили по 
методу [7]. Для хроматографии использовали ионообменники Toyopearl 650 М 
(Japan) и CM-52 фирмы Реанал.  

Определение агглютинирующей активности лектина. Для анализа активностей 
применяли трипсинизированные  эритроциты человека.. В агглютинационных иссле-
дованиях использовали 4% суспензию трипсинизированных эритроцитов. К 50 мкл  
суспензии эритроцитов добавляли равный обьем раствора лектина, инкубировали от 
10 мин до 2 часов при 4ՕС, коматной температуре и при 37ՕС 

Силанизацияя стекла. Силанизацию проводили  в 5% растворе  силана (3-
aminopropyltriethoxysilane) в ацетоне в течение 18 часов при комнатной температуре. 

Иммобилизация белка. Силанизированные предметные стекла  активировали 2 % 
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глутаровым  альдегидом в 0,1 M натрий-фосфатном буфере pH 7.4 в течение 18 часов 
при комнатной температуре, промывали дистилированной водой, затем фосфатно-
солевым буфером, добавляли  раствор фукозоспецифичного лектина в фосфатно-
солевом буфере (0,7 мг/мл), инкубировали 18 часов при 40C. Несвязавшиеся актив-
ные участки блокилировали бычьим сывороточным альбумином в конечной кон-
центрации 0,3 %. 

Клеточная культура. В работе использовали суспензионную клеточную линию 
KCL-22 (хроническая миелоидная лейкемия человека). Клетки выращивали при 37ºС 
с 5% СО2 в питательной среде RPMI-1640 с добавлением 10% раствора бычьей 
эмбриональной сыворотки , 2 мМ L-глутамина, 100 Ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина. 

Для определения специфического связывания клеток с лектином опухолевые 
клетки инкубировали с лектин иммобилизованными стеклами в течение 1 ч, стекла 
промывали фосфатно-солевым буфером, фиксировали раствором этанол: уксусная 
кислота (3:1), окрашивали красителем Гимза (5%) и анализировали связывание 
клеток микроскопически (HumaScope 16100/1). В контрольных экспериментах для 
исключения возможности неспецифического связывания проводили анализ 
связывания клеток с силанизированными стеклами, иммобилизованными бычьим 
сывороточным альбумином. 

 
Результаты и обсуждение.  
Очистка  лектина из луковиц тюльпана. 50 гр мелконарезанных луковиц тюль-

пана гомогенизировали в 250 мл фосфатно-солевого буфера (0.02 М фосфат натрия, 
0.15 М хлорид натрия  рН 7.4 ), экстрагировали 1 час.  Экстракт центрифугировали 20 
мин при 5000 x g  надосадок фракционировали сульфатом аммония, собирая фракции 
между 40 и 60% насыщения. Осадок диализовали  против буфера (0.02 М Трис  НCl  
рН 8.7), осветляли центрифугированием и наносили на колонку с анионообменником 
Toyopearl-650 М, (2.5x3 см), заранее уравновешенную тем же буфером. Собирали 
несвязавшуюся с носителем фракцию, диализовали против 0.01 М натрий-ацетатного 
буфера рН 4.7 и наносили на колонку с КМ-целлюлозой (2.5x1.5 см), уравнове-
шенную тем же буфером. Колонку промывали буфером до тех пор пока оптическое 
поглощение элюата не составляло менее 0.02. Далее собирали фракции ступенчатой 
элюцией 0.01 М ацетатным буфером, содержащим   хлорид натрия в концентрации 
0.05 М, 0.1 М, и 0.2 М.  Хроматографическое поведение белка на колонке представ-
лено на рис 1.  

 

 
Рис. 1. Ионообменная хроматография фукозоспецифичского лектина на CM-целлюлозе. 1-хроматограмма, 

2-активност. Фракции собирали по 2 мл. a- концентрация NaCl - 0.05 M, b - 0.1 M, c - 0.2 M. 
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В результате проведенных процедур получен электрофоретически гомогенный 
препарат лектина   из луковиц тюльпана, проявляющий агглютинационную актив-
ность по отношению к трипсинизированным эритроцитам  человека I(O)  группы 
крови (рис 2).  

Результаты исследования связывания опухолевых клеток с фукозоспецифичес-
ким лектином представлены на рис. 2. Было выявлено специфическое связывание 
опухолевых клеток хронической миелоидной лейкемии человека только с лектин 
иммобилизованными стеклами (рис 2а). Связывание клеток с силанизированными 
стеклами, используемыми в качестве контроля для исключения возможности не-
специфического связывания, не наблюдалось (рис 2б). Таким образом, можно заклю-
чить что фукозоспецифический лектин проявляет сродство к опухолевым клеткам 
данного вида. 

 а                               б 

 
Рис. 2.  а - связывание клеток с силанизированными стеклами, б - контроль, окрашивание  по 

Романовскому-Гимзе, увеличение 400 x. 
 
Схематическое изображение процесса прикрепления клеток к поверхности 

силанизированных  стекол представлено  на рисунке 4. 

 
Рис.3. А - активация силанизированных стекол глютаровым альдегидом, B - иммобилизация 

фукозоспецифического лектина на поверхности предметных стекол,  
C, D - прикрепление опухолевых клеток. 
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Таким образом, результаты проведенных экспериментов  демонстрируют, что 
фукозоспецифический лектин может быть успешно применен для детекции и  иден-
тификации некоторых опухолевых клеток, и, в перспективе, для выделения собст-
венно опухолевых клеток из биопсийного материала с целью последующего исполь-
зования при получении противораковых препаратов. 
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Была исследована активность ферментов биосинтеза пролина из орнитина (орнитинт-

рансаминазы и пирролин-5-карбоксилатредуктазы) и внутриклеточная локализация этих фер-
ментов в различных органах радужной форели. Исследования показали, что самая высокая 
активность этих ферментов обнаружено в икринках и в печени, а самая низкая - в почках. Ак-
тивность ферментов биосинтеза пролина из орнитина проявляется как в надосадочной, так и в 
осадочной  фракции гомогената, но более высокая активность проявляется в осадочной фрак-
ции, то есть эти ферменты имеют митохондриальную локализацию.  

Орнитинтрансаминаза - пирролин-5-карбоксилатредуктаза - внутриклеточная локаи-
зация ферментов 

 
àõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ ûñÝÇïÇÝÇó åñáÉÇÝÇ Ï»Ýë³ëÇÝÃ»½Ç ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ (ûñÝÇïÇÝïñ³Ýë³-

ÙÇÝ³½Ç ¢ åÇñáÉÇÝ-5-Ï³ñμûùëÇÉ³ïé»¹áõÏï³½Ç) ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ ¢ ³Û¹ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ Ý»ñμçç³ÛÇÝ 
ï»Õ³Ï³ÛáõÙÁ ÇßË³Ý ÓÏ³Ý ï³ñμ»ñ ûñ·³ÝÝ»ñáõÙ: Ð»ï³½áïáõÃÛáõÝÝ»ñÁ óáõÛó »Ý ïí»É, áñ ³Û¹ 
ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³Ù»Ý³μ³ñÓñ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝ Ñ³ÛïÝ³μ»ñí»É ¿ ÓÏÝÏÇÃÝ»ñáõÙ ¢ ÉÛ³ñ¹áõÙ, ÇëÏ ³Ù»Ý³-
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ó³Íñ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝ` »ñÇÏ³ÙÝ»ñáõÙ: úñÝÇïÇÝÇó åñáÉÇÝÇ Ï»Ýë³ëÇÝÃ»½Ç ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³ÏïÇíáõ-
ÃÛáõÝ Ñ³ÛïÝ³μ»ñí»É ¿ ÑáÙá·»Ý³ïÇ ¢ í»ñÝëïí³Íù³ÛÇÝ, ¢ Ýëïí³Íù³ÛÇÝ ýñ³ÏóÇ³Ý»ñáõÙ, μ³Ûó 
³í»ÉÇ μ³ñÓñ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝ ¹ñë¢áñí»É ¿ Ýëïí³ÍùáõÙ, ³ÛëÇÝùÝ` ³Ûë ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÝ áõÝ»Ý ÙÇïá-
ùáÝ¹ñÇ³É ï»Õ³Ï³ÛáõÙ: 

ûñÝÇïÇÝïñ³Ýë³ÙÇÝ³½ - åÇñéáÉÇÝ-5 - Î³ñμûùëÇÉ³ïé»¹áõÏï³½–ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ Ý»ñμçç³ÛÇÝ 
ï»Õ³Ï³ÛáõÙ 

 
The regulation of the activity of the enzymes (ornitintransaminaze and pyrroline-5-

carboxylate reductaze) during the proline synthesis from the ornitine in the different organs of the 
trout has been studied. It iz discovered that the activity of the enzymes is much higher in the Caviar 
and in the liver, and much deep in the kidneys. The activity of the enzymes during the proline 
synthesis from the ornitine are found in the supersedimentary and sedimentary fraction of the 
homogenate, but more higher in the sedimentary fractinon, that is these enzymes have 
mitoqondriallocaization. 

Ornitintransaminaze - Pyrroline-5-carboxylate reductaze – Ultracellular localization of 
enzymes 

 
Биосинтез пролина у микроорганизмов, растений и животных осуществляется 

двумя известными путями: глутаматным и орнитиновым. В результате начальных 
реакций обоих путей образуются L-полуальдегидглутаминовой кислоты и продукт 
его спонтанной циклизации: L-пирролин-5-карбоксилат (П5К). Биосинтез пролина из 
орнитина происходит либо дезаминированием аминогруппы орнитина в альфа-
положении с образованием пирролин-2-карбокилата (П2К), либо в дельта положении 
с образованием П5К, который имеет свойства, связанные с редокс балансом и 
осмотическим стрессом и дает возможность фокусироваться на различные иссле-
дования в облостиздравохранения и агрономии [2]. Биосинтез пролина из орнитина 
осуществяется с помощью двух ферментов: орнитинтрансаминазы (ОТ) и пирроллин-
5-карбоксилатредуктазы (П5КР). 

Для изучениа различных ферментов черезвычайно важным явяется вопрос о 
локализации ферментов в структурных образованиях клетки (ядро, митохондрии, 
лизосомы и др.). Основное место синтеза белка фракция рибосом. Показано, что 
ферменты гликолиза сосредоточены преимущественно в растворимой фракции цито-
плазмы, в то время как цитохромоксидаза и ферменты цикла Кребса локализованы во 
фракции митохондрий. С митохондриями связаны также ферменты, катализирующие 
окислительное фосфорилирование и распад жирных кислот. Ферменты, катали-
зирующие биосинтез жирных кислот, наоборот, содержатся в растворимой фракции 
цитоплазмы. Разнообразные гидролазы илиазы сосредоточены преимущественно в 
лизосомах. Нуклеотидилтрансферазы, ускоряющие реакцию переноса нуклеотидных 
остатков при новообразовании нуклеиновых кисот, локализованы в основном в 
ядерном аппарате кетки. Согласно данным литературы ферменты биосинтеза проли-
на из орнитина (ОТ и П5КР) сосредоточены в растворимой фракции гомогенатов, 
хотя активность ферментов обнаруживается и в митохондриальной фракции [4]. 
Нами была поставлена задача изучить активность ферментов биосинтеза пролина из 
орнитина: ОТ и П5КР и выявить их внутриклеточную локализацию в различных 
органах радужной форели. 

 
Материал и методика 
Обьектом исследования служили самки рыбы форель (ParasamoMikiss) массой 

0.7-1 кг. Исседования проводии в летние месяцы. Активность ферментов биосинтеза 
пролина определяли по количеству синтезированного пролина. Количество пролина 
определяли химическим методом Блументрантца [3]. Статистическую достоверность 
полученных данных рассчитывали по методу вариационной статистики с выделением 
критерия достоверности по Стюденту (p). 
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Результаты и обсуждение 
В первую очередь мы изучили активность ферментов биосинтеза пролина из 

орнитина: ОТ и П5КР в различных органах радужной форели (табл.1) 
 

Таблица 1. Активность ферментов биосинтеза пролина в различных органах радужной 
форели, 1 мкМоль/г свежей ткани, n=5, M ± m 

 
Органы Активность ОТ и П5КР 

Почки 1.01 ±0.07 

Печень 5.21 ±0.37 
Жабры 1.69 ±0.17 
Сердце 2.78 ±0.20 

Икринки 6.4 ±0.44 
 
Было показано, что  активность ферментов биосинтеза пролина из орнитина 

наиболее высока в икринках и в печени, и наиболее низка - в почках. Ранее в нашей 
лаборатории была изучена активность ферментов биосинтеза пролина в разичных 
органах сазана и если сравнить активность ферментов биосинтеза пролина радужной 
форели и сазана, то можно отметить, что у форели во всех органах, кроме почек, 
активность ферментов выше, чем у сазана, в почках же, наоборот, выше у сазана [1]. 
Далее нами была исседована внутриклеточная локализация ферментов биосинтеза 
пролина в некоторых органах форели (табл.2). 

 
Таблица 2. Внутриклеточная локализация ферментов биосинтеза пролина в различных органах  

радужной форели, 1 мкМоль/г свежей ткани, n=5, M ± m 
 

Органы фракции Активность ОТ и П5КР 

Почки гомогенат 1.12 ±0.08 

надосадок 0.28 ±0.03 

осадок 0.73 ±0.05 

Печень гомогенат 5.32 ±0.38 

надосадок 2.17 ±0.15 

осадок 3.07 ±0.21 

Сердце гомогенат 2.29 ±0.17 

надосадок 1.69 ±0.10 

осадок 1.51 ±0.09 

    Результаты исследования показали, что активность ферментативного процесса 
биосинтеза пролина из орнитина проявяется как в надосадке, так и в осадке, причем в 
печени активность в осадке значительно выше, а в сердце почти одинакова в осадке и 
в надосадке. Полученные данные дают возможность сделать вывод о том, что в 
различных органах форели ферменты биосинтеза пролина имеют в основном мито-
хондриальную локализацию, следовательно обнаруженную нами некоторую актив-
ность в надосадке можно обьяснить переходом при гомогенизации органов фермен-
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тов из митохондрий в растворимую фракцию, тем более, что гомогенизация и цент-
рифугирование проводились в гипоосмосмотической среде. 
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òáõÛó ¿ ïñí»É, áñ ëåÇï³Ï ³éÝ»ïÝ»ñÇÝ Ý»ñ³ñÏí³Í SkQ1-Á Ñ³Ù³Ñ³ñÃ»óÝáõÙ ¿ áõÕ»ÕÇó ¢ 
ÉÛ³ñ¹Çó ³Ýç³ïí³Í ÙÇïáùáÝ¹ñÇáõÙÝ»ñáõÙ Mg2+-²ºü³½Ç ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ¹ñë¢áñ³Í ß»ÕáõÙÝ»ñÁ 
Ïáñ³½áÉÇ ï³ñμ»ñ ã³÷³μ³ÅÇÝÝ»ñáí Ù³Ï³Íí³Í ¿åÇÉ»åëÇ³ÛÇ ¹»åùáõÙ: 

¾åÇÉ»åëÇ³, Ïáé³½áÉ, ÙÇïáùáÝ¹ñÇáõÙ, SkQ1, Mg2+-²ºü³½: 
 

Было показано, что при моделированных эпилептиформных припадках разными дозами 
коразола инъекция SkQ1 корригирует отклонения в активности Mg2+-АТФазы в митохондриях 
мозга и печени белых крыс. 

Эпилепсия, коразол, митохондрии, SkQ1, Mg2+-АТФаза. 
 
It has been shown that injected SkQ1 correlated Mg2+-ATPase activity changes from white 

rats brain and liver mitochondria during epilepsy induced by using different doses of corazole. 
Epilepsy, corazole, mitochondria, SkQ1, Mg2 +-ATPase. 
 
 

Эпилепсия является хроническим полиэтиологическим заболеванием, распро-
страненность которого среди населения земного шара составляет около 5 случаев на 
1000 человек (т.е. 0,5%), а в слабо развитых странах достигает 0,8-1% и более. Слож-
ность и многогранность эпилепсии, а также его влияние на все стороны жизни боль-
ного человека диктует необходимость глубокого анализа этой проблемы с медико-
социальной точки зрения [2].  

Фосфорные соединения входят в состав цитоплазмы и клеточных структур 
организма и являются обязательным условием их существования и нормальной 
жизнедеятельности клеток. Углеводы и их производные служат энергетическим, 
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структурным и пластическим материалом, субстратами и регуляторами важнейших 
биохимических процессов. Есть основание полагать, что содержанием и интен-
сивностью распада фосфорных соединений определяется функциональное состояние 
центральной нервной системы (ЦНС). Дефицит ферментов энергетического обмена 
может привести к тяжёлым заболеваниям [3], в том числе, эпилепсии.  

В наших предыдущих работах [4-6] было показано, что при эпилептиформных 
припадках, индуцированных коразолом, статистически достоверно стимулируется 
функциональная активность АТФазы в различных органах у белых крыс, а эндогенно 
введенный α-токоферол и его синергист – тиосульфат натрия выступают в роли 
антиоксидантного стимулятора эндогенной системы антирадикальной защиты 
клетки. 

Целью настоящего исследования явилось выяснение роли известного препарата 
Скулачёва – SkQ1 в изменении активности АТФазы. SkQ, разработанный акад. 
В.П.Скулачевым и сотр. в Институте физико-химической биологии им. А.Н.Бело-
зерского МГУ, является производными пластохинона, конъюгированными с липо-
фильными катионами, что позволяет им свободно проникать через бислойные ли-
пидные мембраны митохондрий [8]. 

В представленной работе в опытах in vivo мы исследовали влияние SkQ1 на 
каталитическую активность Mg2+-АТФазы в митохондриях белых крыс при коразол-
индуцированных эпилептиформных припадках. Эпилептиформные припадки вызы-
вали одноразовым введением разных доз коразола (5 мг или 8 мг), что позволило 
изучить также дозовую зависимость изменений активности исследуемого фермента.  

 
Материалы и методы 
В экспериментах использовали беспородных крыс-самцов массой 180-200 г, 

содержавшихся в условиях вивария при естественном освещении и свободном досту-
пе к воде и пище. Эпилептиформные припадки вызывали одноразовым введением 
коразола внутримышечно из расчета 5 мг или 8 мг на 100 г веса животного.   

Подопытные животные были разделены на 5 групп. Животным контрольной 
группы вводили 1мл физраствора. В опытных группах  и  животным вводили 
коразол из расчета 5 мг или 8 мг на 100 г веса животного в 1 мл воды. Животные 
опытных группа V и V в течение 2 дней вводили SkQ1 в расчете 37 нм SkQ1 в 1мл 
воды один раз в день, а в день опыта вводили коразол 5 мг или 8 мг на 100 г веса 
животного в 1мл воды. 

Судорожное поведение наблюдали в течение 20 мин после инъекции коразола. 
Стадии судорог определяли по модифицированной шкале Racine R.J. [11]. 

Животных декапитировали после полного проявления генерализованных тони-
ко-клонических судорог. После декапитации соответствующих тканях определяли 
активность Mg2+-АТФазы по нарастанию в среде содержания неорганического 
фосфата. Pнеорг. определяли по Лоури и соавт. [9] в модификации Скулачева [7] и 
пересчитывали на мг белка [10]. Полученные данные обработаны статистически. 
Достоверность различий между средними величинами определяли по t-критерию 
Стъюдента [1]. 

 
Результаты и обсуждение  
Данные, полученные в результате наших исследований, показывают, что при 

разных дозах коразола сдвиги в активности Mg2+-АТФазы неодонозначны.  
Данные наших экспериментов по изучению сдвигов активности Mg2+-зависимой 

АТФазы в интактных митохондриях мозга крыс при коразол-индуцированных эпи-
лептиформных судорогах под воздействием SkQ1 приведены в графике 1. 
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Как показывают полученные результаты, при внутримышечном введении 
крысам коразола в дозе 5 мг на 100 г веса животного в митохондриях мозга приводит 
к повышению АТФазной активности. При инъекции коразола в дозе 8мг/100г ка-
талитическая активность фермента, по сравнению с контролем, угнетается. Под влия-
нием SkQ1 активность Mg2+-АТФазы в опытной группе IV достоверно ингибируется 
по сравнению с данными, полученными от II группы, а в группе V введение SkQ1 
приводит к достоверному повышению активности АТФазы по сравнению с группой 
III. Из полученных данных можно констатировать тот факт, что SkQ1 имеет протек-
торное влияние на патогенные сдвиги в активности АТФазы при воздействии ко-
разола.  

 

 
 
Интересные результаты получены также при изучении активности фермента в 

печеночной ткани. В тех же условиях опыта при внутримышечном введении кора-
зола в дозе 5мг/100г веса каталитичская активность Mg2+-зависимой АТФазы в мито-
хондриях печени также достоверно стимулируется по сравнению с контролем (гра-
фик 2). Введение же коразола в дозе 8мг/100 г не стимулирует активность Mg2+-
АТФазы в митохондриях печени, а наоборот - ингибирует. 

При изучении активности фермента в печеночной ткани при совместном вве-
дение SkQ1 и коразола согласно данным, приведенным в графике 2, активность фер-
мента в митохондриях печени под влиянием введенного крысам SkQ1 подавляется по 
сравнению с группой животных, получивших только коразол в дозе 5мг/100г. При 
совместной же инъекции коразола в количестве 8 мг и SkQ1 наблюдается сти-
мулирование активности Mg2+-АТФазы в митохондриях печени по сравнению с груп-
пой животных, получающих только коразол в дозе 8мг/100г веса животного. 

Обобщая данные наших опытов, можно заключить, что внутримышечное вве-
дение SkQ1 нивелирует отклонения в активности Mg2+-АТФазы в изолированных 
митохондриях мозга и печени белых крыс при моделированных эпилептиформных 
припадках разными дозами коразола.  
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Сахарный диабет второго типа (СД2т) является метаболическим заболеванием, харак-

теризуемым хронической гиперкликемией, недостаточностью секреции или действия эндо-
генного инсулина, а также дисфункцией бета клеток поджелудочной железы. Результаты 
последних исследований показывают, что в основе развития многих осложнений при СД2т 
лежит нарушенная регуляция окислительного стресса. Целью данной работы явилось 
определение влияния растворимого лиганда Fas (solubleFasL) на окислительные процессы в 
клетках врожденного иммунитета у больных СД2т и здоровых доноров. В частности, 
определялись уровни активных форм кислорода (АФК) и экспрессии некоторых геново кис-
лительного стресса (NCF-1, Catalase). Согласно полученным данным, sFasL значительно по-
вышает уровни АФК в клетках цельной крови больных СД2т. Также было показано, что в 
нейтрофилах больных после воздействия sFasL уровни экспрессии каталазы снижаются по 
сравнению с контрольной группой. Кроме того, неиндуцированный и sFasL-индуцированный 
уровень экспрессии гена NADPH оксидазы оказался нижев нейтрофилах больных, чем в здо-
ровыхклетках. Таким образом, полученные результаты свидетельствует о том, что sFasL спо-
собствует повышению уровней окислительного стресса у больных СД2т. Однако, пониженные 
уровни экспрессии NADPH оксидазы как в неиндуцированных так и sFasL-индуцированных 
нейтрофилах больных СД2т указывают на то, что NADPH оксидаза, вероятнее всего, не 
вовлечена в процесс sFasL-индуцированного повышения уровней оксидативного стресса. 

окислительный стресс, sFasL, NADPH оксидаза, каталаза, АФК 
 
Сахарный диабет 2-ого типа (СД2т) является метаболическим расстройством, 

характеризующимся гипергликемией и недостаточностью секреции или действия 
эндогенного инсулина, а также дисфункцией бета клеток поджелудочной железы. 
Причиной развития СД2т могут являться комплекс факторов, в том числе гене-
тическая предрасположенность и факторы окружающей среды. СД2т зачастую связан 
с острыми макро- и микро-васкулярными осложнениями, которые приводят к 
повреждению тканей внутренних органов примерно у половины людей с диабетом 
[1]. Механизмы, лежащие в основе развития осложнений при СД2т, полностью не 
изучены. Одной из основных причин развития осложнений при СД2т считается 
нарушение регуляции окислительного стресса, что проявляется в повышении про-
дукции свободных радикалов, а также нарушениях в системе антиоксидантной за-
щиты организма [2]. Известно, что заболевание связано с активацией некоторых 
транскрипционных факторов и протеинкиназы С, а также образованием конечных 
продуктов гликозирования (КПГ). В плазме крови конечные продукты гликозиро-
вания связываются с рецепторами КПГ, находящимися на поверхности макрофагов, 
эндотелиальных и мышечных клетках сосудов.Этот процесс приводит к образованию 
активных форм кислорода, что в свою очередь активирует экспрессию воспалитель-
ных генов [3]. 
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Недавно было показано, что генерация АФК приводит к активации рецетопра 
Fas [4]. Кроме того, у больных СД2т повышенные уровни глюкозы увеличивают 
уровни экспрессии рецептора Fas и его лиганда FasL [5]. Однако, влияние лиганда 
sFasL (soluble FasL) на уровни окислительного стресса при СД2т не было изучено. 
Целью данной работы явилось определение влияния sFasL на окислительные 
процессы в нейтрофилах у больных СД2т и здоровых контролей. Для этой цели были 
изучены уровни АФК в клетках цельной крови после стимуляции sFasL, а также 
уровни мРНК генов NADPH оксидазы (NCF-1) и каталазы (CAT). 

 
Материалы и методы 
Образцы периферической крови были получены от 17 больных СД2т (средний 

возраст 54.5 ± 4.8) и 13 здоровых контролей (средний возраст 35 ± 5.2). Диагноз СД2т 
был поставлен согласно международным критериям (ВОЗ, 2003). Исследование было 
одобрено этическим комитетом института молекулярной биологии НАН РА 
(IRBIORG0003427).  

Invitro модель индуцирования клеток sFasL: Образцы цельной кровибыли 
культивированы в среде RPMI-1640 (Gibco) с добавлением 10% фетальной телячьей 
сыворотки и 2 mML-глютамина. Для исследования экспрессии генов в нейтрофилах, 
клетки были выделены на градиенте Histopaque®-1077, после чего 6˟106 клеток были 
культивированы в той же среде в течение 3 часов при 370С. Для изучения invitro 
воздействия sFasL лиганда (150ng/ml) клетки были культивированы в присутствии 
или отсутствии лиганда. После культивации образцы цельной крови были исполь-
зованы для измерения уровней окислительного стресса, а нейтрофилы были сохра-
нены при -200С в RNAlater до проведения ПЦР в реальном времени. 

Измерение уровней АФК: Уровни окислительного стресса измерялись с по-
мощью дигидрородамина 123 (DHR-123). После культивации клетки цельной крови 
были инкубированы в присутствии 10µМ DHR-123 при 370С. После инкубации клет-
ки были лизированыи анализированы на проточном цитометре (PartecCyFlowSpace). 

Выделение РНК и проведение ПЦР в реальном времени: Для выделения РНК 
был использован RNeasy® MiniKit (QIAGEN) согласно протоколу производителя. 
Синтез к ДНК был осуществлен с помощью набор аiScriptTM Adnvancedc DNA Synthe-
sis Kit (BIORAD). ПЦР в реальном времени был проведен с помощью техники Taq 
Man® Gene Expression Assays. ПЦР в реальном времени был запущен на приборе 
Applied Biosystem Viia 7 Real-Time. В качестве внутреннего контроля был 
использован β2 микроглобулин (β2М). 

Статистический анализ: Статистический анализ был выполнен с помощью 
программного обеспечения GraphPadPrism 5.01 (GraphPadSoftware, USA). Нормаль-
ное распределение было проверено с помощью теста нормальности D'Agostino и 
Pearson. Группы сравнивались между собой при помощи Paired и Unpairedt теста. 
Статистически достоверным принималось различие между группами при значении 
P≤0.05. 

 
Результаты  
Согласно полученным данным спонтанная экспрессия изучаемых генов и 

продукция АФК в образцах цельной крови не была изменена в обеих исследуемых 
группах (Рисунок 2). Уровни окислительного стресса после воздействия sFasL в 
здоровых и больных клетках были повышены, однако только в клетках больных 
СД2т разница оказалась статистически достоверной (p=0.05) (Рисунок 1). В нейтро-
филах больных СД2т после воздействия sFasL уровни экспрессии каталазы снижа-
лись по сравнению с контрольной группой (p<0.05). Уровни экспрессии гена NADPH 
оксидазы в неиндуцированных (p<0.05) и sFasL-индуцированных (p<0.01) нейтро-
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филах больных СД2т были понижены по сравнению с таковыми показателями 
здоровых клеток (Рисунок 2).   

 

 

 

 
Рисунок 1: Уровень АФК в клетках оценивался по значению 

средней интенсивности флуоресценции родамина (MFI). 
Представлены базальные (0), неиндуцированные (Ctl) и sFasL-
индуцированные (FasL) уровни АФК в клетках цельной крови 

здоровых доноров и больных СД2т. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 2: Уровни спонтанной экспрессии мРНК генов NADPH оксидазы (NCF-1) и каталазы (Catalase) в 
нейтрофилах больных СД2т (T2DM) и здоровых доноров (Healthy). Уровни экспрессии исследуемых генов 

по отношению к эндогенному контролю (β2М) представлены в значении 2(-ΔCT).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 3:Уровни мРНК генов NADPH оксидазы (NCF-1) и каталазы (Catalase) в неиндуцированных (Ctl) 

и  sFasL-индуцированных (FasL) нейтрофилах больных СД2т (T2DM) и здоровых доноров (Healthy). 
*P<0.05 и **P<0.01достоверность отличий между группами. 

 
Обсуждение 
Окислительный стресс играет ключевую роль в повреждении клеток организама 

при СД2т. Высокие уровни глюкозы приводят к образованию свободных радикалов в 
эндотелиальных клетках, нейтрофилах и макрофагах, что в конечном счете приводит 
к повышению уровней окислительного стресса в организме [6]. Полученные нами 
данные впервые показывают, что sFasL повышает уровни АФК в клетках цельной 
крови больных СД2т. Подтверждением этого явились сниженные уровни экспрессии 
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каталазы после воздействия sFasL. Каталазаявляется одним из основных ферментов 
антиоксидантной защиты организма, которая инактивирует образовавшиеся про-
дукты окислительного стресса [7]. Недавно было показано, что недостаток каталазы 
вызывает увеличение продукции АФК в бета клетках поджелудочной железы, что в 
конечном итоге приводит к разрушению этих клеток [8].  

В нейтрофилах NADPH оксидазa играет основную роль в процессе образовании 
АФК [9]. Однако, несмотря на то, что уровни экспрессии оксидазы у больных были 
существенно ниже, чем у здоровых доноров (как в неидуцированных, так и sFasL-
индуцированных клетках), уровни экспрессии NADPH оксидазы (NCF-1) в нейтро-
филах больных после воздействия sFasL остались неизменными. 

Полученные результаты указывают на то, что усиление sFasL-индуцированных 
окислительных процессов в нейтрофилах больных СД2т возникает NADPH-неза-
висимым путем. Необходимы дальнейшие исследования с целью выявления альтер-
нативных сигнальных путей, вовлеченных в процессы усиленного окислительного 
стресса при СД2т. 
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Микологический анализ красного перца в фермерских хозяйствах Арташатского и 

Армавирского районов, на разных стадиях переработки, показал на основные источники 
контаминации перца мицелиальными грибами. В 82% исследованных образцов плодов 
красного перца из Арташатского района был обнаружен  вид A. flavus. Из 17 проанализиро-
ванных образцов красного перца в 9 образцах содержание афлатоксина В1 превышало пре-
дельно допустимые концентрации и варьировало в пределах от 10 до 50 мкг/кг.  На основании 
полученных данных составлен план НАССР для предприятия по производству красного мо-
лотого перца. Показано, что гигиеническое состояние мельниц  является одной из основных 
критических точек, которые  способствуют дополнительному загрязнению молотого перца 
афлатоксигенными  грибами 

красный перец,  Aspergillus , A. flavus, контаминация, афлатоксин,  HACCP 
 
²ñï³ß³ïÇ ¢ ²ñÙ³íÇñÇ Ù³ñ½»ñÇ ïÝï»ëáõÃÛáõÝÝ»ñáõÙ, Ï³ñÙÇñ åÕå»ÕÇ í»ñ³Ùß³ÏÙ³Ý 

ï³ñμ»ñ ÷áõÉ»ñÇ ëÝÏ³μ³Ý³Ï³Ý  í»ñÉáõÍáõÃÛáõÝÁ óáõÛó ¿ ïí»É ÙÇó»ÉÇ³É ëÝÏ»ñáí  åÕå»ÕÇ ³Õ-
ïáïÙ³Ý ÑÇÙÝ³Ï³Ý ³ÕμÛáõñÝ»ñÁ:  ²ñï³ß³ïÇ Ù³ñ½Ç Ï³ñÙÇñ åÕå»ÕÇ  áõëáõÙÝ³ëÇñí³Í ÝÙáõßÝ»ñÇ 
82% Ñ³ÛïÝ³μ»ñí»É ¿ A. flavus ï»ë³ÏÁ:  Î³ñÙÇñ åÕå»ÕÇ áõëáõÙÝ³ëÇñí³Í 17 ÝÙáõßÝ»ñÇó 9 ÝÙáõßáõÙ 
³ýÉ³ïáùëÇÝ В1  å³ñáõÝ³ÏáõÃÛáõÝÁ ·»ñ³½³Ýó»É ¿ ÃáõÛÉ³ïñ»ÉÇ ÏáÝó»Ýïñ³óÇ³Ý  ¢ ï³ï³Ýí»É ¿ 
10-50 ÙÏ·/Ï· ë³ÑÙ³ÝÝ»ñáõÙ: êï³óí³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÇ ÑÇÙ³Ý íñ³, Ï³ñÙÇñ åÕå»ÕÇ ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý 
Ñ³Ù³ñ, Ï³½Ùí»É ¿ НАССР åÉ³ÝÁ: òáõÛó ¿ ïñí³Í, áñ ³Õ³óÝ»ñÇ ÑÇ·Ç»ÝÇÏ íÇ×³ÏÁ ³ÛÝ Ï³ñ¢á-
ñ³·áõÛÝ Ï»ï»ñÇó Ù»ÏÝ ¿, áñáÝù Ýå³ëïáõÙ »Ý ³Õ³ó³Í Ï³ñÙÇñ åÕå»ÕÇ Éñ³óáõóÇã ³ÕïáïÙ³ÝÁ 
³ýÉ³ïáùëÇ·»Ý ëÝÏ»ñáí:  

Ï³ñÙÇñ åÕå»Õ,  Aspergillus , A. flavus, ³Õïáïí³ÍáõÃÛáõÝ, ³ýÉ³ïáùëÇÝ, HACCP, 
 
In the farms of the Artashat and Armavir districts, the mycologic analysis of red pepper, at 

different stages of processing, has shown the main sources of pepper contamination by filamentous 
fungi. The species A. flavus was found in the 82% of the studied samples of red pepper roots from the 
Artashat district. The maintenance of the aflatoxin B1 exceeded the maximum permissible 
concentration in 9 samples out of 17 analysed samples of red pepper and varied from 10 up to 50 
mkg/kg. On the basis of the obtained data, the plan of HACCP was made for the enterprise producing 
red ground pepper. It shows that, the hygienic state of mills is one of the main critical points which 
contributes to the additional contamination of the ground pepper by aflatoxigenic fungi. 

Key words: red pepper, Aspergillus, A. flavus, contamination, aflatoxin, HACCP, 
 
Изучение условий поражения пищевых продуктов, в том числе и специй ми-

целиальными грибами и оценка возможных способов снижения заспоренности 
являются важными аспектами проблемы, связанной с повышением качества и без-
вредности их для потребителя  (Ham et al., 2016).  

Согласно Врабчева (Vrabcheva, 1998), тропические условия, в которых произ-
растают пряные травы, способствуют их контаминации плеснеобразующими грибами 
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и накоплению в них микотоксинов. Среди мицелиальных грибов, в пряных травах, 
наиболее часто встречаются представители родов Aspergillus и Penicillium.  

Из темноокрашенных гифомицетов вид Аlternaria alternatа наиболее часто 
поражает перец чили как в период вегетации, так и во время хранения (Pitt, 2000). 
Согласно Айдину (Aydin A. et al, 2007), недостаточное соблюдение гигиенических ус-
ловий во время сушки и транспортировки красного перца могут стать причиной 
развития не только токсигенных грибов, но и патогенных бактерий. Большое влияние 
на качество перца оказывают также и условия его хранения. Высокая влажность и 
температура в период хранения приводят  к развитию плеснеобразующих грибов, и 
это повышает вероятность образования и накопления афлатоксинов.  

Исследования Руссела и Паттерсона (Russell, Paterson, 2007) были посвящены 
систематизации болезней красного перца в период вегетации и описанию основных 
возбудителей, причем основное внимание было уделено вопросу контаминации 
красного перца афлатоксинами на разных стадиях вегетации и производства. Все 
образцы красного перца содержали высокий уровень афлатоксина B1.  

Цель работы изучить влияние гигиенических условий производства красного 
перца на уровень контаминации готового продукта мицелиальными токсигенными 
грибами.  

 
Материал и методы  
Отбор образцов проводился в фермерских хозяйствах Арташатского и Арма-

вирского районов на разных стадиях переработки красного перца, в соответствии с 
ГОСТом 26669-85, а также согласно NF ISO 7954-93 и ISTA (International Seed 
Testing Association, 1976). 

Для выявления грибов-контаминантов в исследуемых образцах сунели исполь-
зовали метод серийных разведений, метод непосредственного посева. Для выделения 
чистых культур мицелиальных грибов использовали питательные среды – глюкозо-
дрожжевой агар (М), агар Чапека. 

 
Результаты и обсуждение  
Анализ опасностей и критическая контрольная точка (HACCP) - это метод, 

который используется для контроля процедур обработки пищевых продуктов путем 
выявления опасностей производства продуктов питания, кроме того, для обеспечения 
безопасности пищевых продуктов путем контроля опасностей и снижения рисков 
(Sebnem 2016).  

С целью выявления основных источников контаминации молотого красного 
перца местного производства токсигенными штаммами A. flavus – потенциальными 
продуцентами афлатоксинов, проведен мониторинг сырья в период созревания и 
сбора урожая, а также на разных стадиях сушки плодов, воздуха и мельницы и 
молотого красного перца.  

На схеме представлены стадии производства красного перца и точки  которые 
являются наиболее опасными для загрязнения красного перца микотоксигенными 
грибами. 

Проведен анализ 20 образцов почвы из-под красного перца. Микологический 
анализ выявил высокий уровень загрязнения почвы Арташатского района видом A. 
flavus (68%). В образцах почвы из Армавирского района вид A. flavus не был обна-
ружен. Были выделены виды из родов Aspergillus и Alternaria. 

В Армении плоды с признаками механических повреждений, болезней бакте-
риального или грибного происхождения оставляют в поле до полного высыхания для 
получения молотого красного перца. При анализе 20 образцов перезрелого красного 
перца из Арташатского и Армавирского районов было выделено 106 штаммов гри-
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бов. Изолированные виды микромицетов относятся к четырем родам - Alternariа, 
Aspergillus, Cladosporium, Stemphylium. Вид A. flavus был  обнаружен в 82% иссле-
дованных образцов плодов красного перца из Арташатского района и 14% образцов 
из Армавирского района. Отмечена высокая частота встречаемости темноокрашен-
ных гифомицетов в образцах перца из Армавирского района. Наиболее часто опре-
делялись виды из рода Alternariа. Род Cladosporium представлен одним видом C. 
herbarum и обнаружен в 21% образцов перца. Род Stemphylium представлен 2 видами 
– S. botryosum - в 21% и S. ilicis - в 14% образцов перца. В образцах красного перца из 
Армавира доминировали следующие виды из рода Aspergillus - A. niger в 36% об-
разцов, A. flavus – в 14%, A. ochraceus в 7%, A. oryzae – в 7%.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Следующий технологический этап в производстве красного перца - сушка. В 

большинстве случаев условия сушки не удовлетворяли гигиеническим требованиям и 
способствовали дополнительной контаминации продукта плесневыми грибами. В 
таких  условиях перец постоянно загрязняется пылью и грязью. При анализе отобран-
ных образцов  из данного места отмечается высокий уровень их контаминации гри-
бами A. flavus и A. niger. Сушка перца под «открытым небом» часто приводит к увла-
жнению промежуточного продукта дождевыми осадками, что являются причиной 
вторичного заплесневения. Обычно такое сырье также поступает на помол без тща-
тельной сортировки. При анализе промежуточного продукта, отобранного в процессе 
сушки, выделено 97 штаммов грибов из родов Alteranaria, Aspergillus, Cladosporium.  
Вид A. flavus был обнаружен в 50% исследованных образцов сушенных красного 
перца из Арташатского района и 27% образцов из Армавирского района. 

Выявлено существенное влияние гигиенического состояния мельниц и произ-
водственных помещений, в которых проводится помол, на микологическую безо-
пасность готового продукта. Мельница должна быть размещена в отдельном поме-
щении, с приточной  вентиляцией. В Армавирском районе  помол перца проводили в 
негигиенический условиях . 

Вид A. flavus был обнаружен в 67% исследованных образцов молотого красного 
перца из Арташатского района и 43% образцов из Армавирского района. В резуль-
тате токсикологического анализа в 2 изолятах A. flavus, выделенных из красного 
молотого перца Арташатского района, обнаружен афлатоксин B1.  

 Проведен анализ воздуха помещения, в котором проводится перемалывание 
перца. Результаты анализа воздуха показали его высокую степень заспоренности 
видами рода Aspergillus и Mucor. Из рода Aspergillus идентифицированы виды A. 

ПОЧВА 
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Помол 
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flavus, A. niger, A. fumigatus, A. carbonarius. Из рода Mucor – M. plumbeus.  
Результаты проведенных анализов на разных стадиях производства молотого 

красного перца дали возможность выявить основные источники контаминации перца 
видом A. flavus (рисунок 1). 

      Рисунок 1. Процентное содержание вида 
 A. flavus на разных стадиях производства молотого  красного перца. 

 
Установлено, что в подавляющем большинстве случаев загрязнение перца тем-

ноокрашенными гифомицетами происходит в поле во время вегетации. 
Результаты микологического анализа готового продукта  показали, что проана-

лизированные образцы наиболее часто загрязняются мицелиальными грибами - 
потенциальными продуцентами афлатоксинов. Из 17 проанализированных образцов 
красного перца в 9 образцах содержание афлатоксина В1 превышало предельно до-
пустимые концентрации и варьировало в пределах от 10 до 50 мкг/кг. 

На основании полученных данных составлен план НАССР (План  анализа опас-
ностей и критически контрольные точки) для предприятия по производству красного 
молотого перца. Показано, что гигиеническое состояние мельниц  является одной из 
основных критических точек, которое  способствует дополнительному загрязнению 
молотого перца афлатоксигенными  грибами. 

Основной причиной высокой контаминированности молотого красного перца – 
это недостаточное соблюдение гигиенических условий на всех стадиях его произ-
водства, упаковки, транспортировки и хранения. При этом немаловажную роль 
играют погодные условия в период сбора урожая и его сушки. Присутствие токси-
генных штаммов грибов в специях представляет также потенциальный риск для 
пищевых продуктов в республике, в производстве которых они используются в ка-
честве ингридиентов.  
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В статье обобщены результаты исследований содержания хлорофиллов a,б и кароти-
ноидов в листьях степных растений, как биологические  факторы накопления органического 
вещества. Установлены средние значения и пределы колебаний пигментов в листьях домини-
рующих растений и основных луговых групп (злаки, бобовые, разнотравные) кормовых 
угодий. Показано, что высокие показатели суммы пигментов в листьях пырея и всех 
исследуемых растительных групп приходятся на участок сухостепного пояса, с менее 
благоприятными условиями среды. 

фотосинтетические пигменты – кормовые угодья – травяные растения – злаки – 
бобовые – разнотравье 

 
Ðá¹í³ÍáõÙ ³Ù÷á÷í³Í »Ý ï³÷³ëï³Ý³ÛÇÝ μáõÛë»ñÇ ï»ñ¢Ý»ñáõÙ ³,μ ùÉáñáýÇÉÝ»ñÇ áõ 

Ï³ñáïÇÝáÇ¹Ý»ñÇ å³ñáõÝ³ÏáõÃÛ³Ý í»ñ³μ»ñÛ³É Ñ»ï³½áïáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ³ñ¹ÛáõÝùÝ»ñÁ, áñå»ë 
ûñ·³Ý³Ï³Ý ÝÛáõÃ»ñÇ Ïáõï³ÏÙ³Ý Ï»Ýë³μ³Ý³Ï³Ý ·áñÍáÝÝ»ñ: ´³ó³Ñ³Ûïí»É »Ý Ï»ñ³Ñ³Ý-
¹³ÏÝ»ñáõÙ ·»ñ³ÏßéáÕ ï»ë³ÏÝ»ñÇ ¢ ÑÇÙÝ³Ï³Ý Ù³ñ·³·»ïÝ³ÛÇÝ μáõë³ËÙμ»ñÇ (Ñ³ó³½·Ç, μ³Ï-
É³½·Ç ¢ ï³ñ³Ëáï»ñ) ï»ñ¢Ý»ñáõÙ åÇ·Ù»ÝïÝ»ñÇ ÙÇçÇÝ ³ñÅ»ùÝ»ñÁ ¢ ï³ï³ÝÙ³Ý ë³ÑÙ³ÝÝ»ñÁ: 
òáõÛó ¿ ïñí»É, áñ ë»½Ç ¢ μáÉáñ Ñ»ï³½áïí³Í μáõë³ËÙμ»ñÇ ï»ñ¢Ý»ñáõÙ åÇ·Ù»ÝïÝ»ñÇ ·áõÙ³ñ³ÛÇÝ 
μ³ñÓñ³ñÅ»ùÝ»ñ μ³ÅÇÝ »Ý ÁÝÏÝáõÙ ãáñ ï³÷³ëï³Ý³ÛÇÝ ·áïáõ ÷áñÓ³ï»Õ³Ù³ëÇÝ, áñï»Õ 
ÙÇç³í³ÛñÇ å³ÛÙ³ÝÝ»ñÁ Ýí³½ μ³ñ»Ýå³ëï »Ý:  

üáïáëÇÝÃ»½áÕ åÇ·Ù»ÝïÝ»ñ – Ï»ñ³Ñ³Ý¹³ÏÝ»ñ –Ëáï³μáõÛë»ñ – Ñ³ó³½·Ç – μ³ÏÉ³½·Ç – 
ï³ñ³Ëáï 

 
In paper the results of study of chlorophylls а, b and carotenoids content in steppe plant 

leaves asimportant biological indices of organic matter accumulationare summarized.The mean 
values and range of variations of pigments in leaves of dominating plants and principle meadow 
groups (grass, legume, forbs) of grasslandsare established. It is shown, that high values sum of 
pigments in leaves of quack grassand all studied meadow groups fall on the plot of dry steppe zone 
with less favorable environmental conditions. 

photosynthetic pigments – grasslands – herbaceous plants – grass –legume – forbs 
 

В Армении естественные кормовые угодья занимают более 40% всей терри-
тории, отличаются богатым видовым составом и представляют основную кормовую 
базу для животноводства.  Исследования последних лет показали, что на большей 
части этих территорий, особенно на пастбищах степного пояса, значительно снизи-
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лась продуктивность и доля высококачественных кормовых растений [5, 7]. Повы-
шение биопродуктивности естественных пастбищ является актуальным вопросом, 
решение которого требует многостороннего изучения основных факторов роста и на-
копления биомассы растений. К числу важных биологических параметров относится 
концентрация фотосинтетических пигментов (хлорофиллов и каротиноидов) в 
листьях, которые характеризуются сложной химической структурой [2] и ответ-
ственны за поглощение энергии солнечных лучей в процессе фотосинтеза растений 
[8], При этом, поглощенная хлорофиллами а и б энергия передается в центр фото-
химических реакций непосредственно, а каротиноидами –  через хлорофилл а. 
Помимо этого, каротиноиды выполняют также защитные функции, в частности, 
предотвращают деструктивное фотоокисление органических соединений протоплаз-
мы на свету в присутствии свободного кислорода. Целью данных исследований яв-
лялось выявление характера изменений концентрации фотосинтетических пигментов, 
в связи с условиями мест обитаний и биологическими особенностями видов растений 
и луговых групп. 

 
Материал и методика. 
Исследования проводились в 2015-2016 гг. на кормовых угодьях сельской 

общины Неркин Саснашен, расположенных на юго-западном склоне г. Арагац. 
Предварительно были выделены три опытных участка: I участок находился в 
сухостепном,а II и III– нагорно-степном поясах, соответственно, на высоте 1250, 1500 
и 1800 м н.у.м. Отметим, что опытные участки несколько различались по типам почв, 
растительности, количеству осадков и др. Объектом исследований служили: пырей 
ползучий (Agropyron repens L.), эспарцет лучистый  (Onobrychis radiata  M.B.), 
молочай Воронова (Euphorbia Woronowii Grossh.) и ассоциации с доминированием 
злаковых, бобовых и разнотравных групп луговых растений. Определение содер-
жания пигментов проводилось по методике, разработанной в Экоцентре специально 
для полевых исследований [4]. При этом, в качестве растворителя был использован 
диметилсульфоксид [(CH3)2SO], который обеспечивает экстракцию пигментов 
пластид без предварительного размельчения, атакже хранениеэкстрактов в течение 8 
дней при различных температурных режимах. Определение содержание пигментов 
проводилось на спектрофотометре (СФ-16), показатели которого вносились в 
формулы Маккини-Арнона и Веттштейна для пересчета в  мг/100г сырого образца 
[9]. 

 
Результаты и обсуждение. 
На рисунках 1 и 2 представлены экспериментальные данные по содержанию 

фотосинтетических пигментов в листьях трех видов, которые на опытных участках 
являются наиболее распространенными представителями растительных ассоциаций. 
Кривые рисунка 1 показывают, что условия произрастания  опытных участков оказа- 

 
 

 
 
 
 
 
 

Рис. 1. Действие условий 
местообитаний на концентрацию 
фотосинтетических пигментов в 

листьях доминирующих растений  
(I, II и III – опытные участки) 
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ли определенное воздействие на суммарное содержание пигментов в листьях индиви-
дуальных растений. Так, на первом участке содержание пигменов колебалось в 
пределах 300-340, втором – 280-320, а третьем – 290-360 мг/100г сырого образца. При 
этом, активный синтез пигментов происходил у растений пырея ползучего на су-
хостепном участке, а эспарцета лучистого и молочая Воронова – на третьем, который 
был расположен в условиях нагорно-степного пояса.  

 
Из рисунка 2 видно,что в листьях пырея ползучего концентрация хлорофиллова, 

б и каротиноидов на опытных участках колебалась, соответственно, 116-152, 55-73 и 
104-127, эспарцета лучистого а – 145-209, 45-63 и 83-109, а молочая Воронова – 142-
176, 43-66 и 91-120 мг/100г сырого образца. При  этом, максимальное и минимальное 
содержание хлорофилла а обнаружено, соответственно,в листьях эспарцета и пырея, 
хлорофилла б – пырея и молочая, а каротиноидов – пырея и эспарцета. По средним 
значениям за три участка, содержание хлорофилла а в листьях пырея составило 134, 
эспарцета– 175, молочая – 154 мг/100г сырогообразца, хлорофилла б, для тех же 
видов – соответственно: 64; 54; 58;  каротиноидов – 117, 97, 109 мг/100г сырого об-
разца. При этом, содержание хлорофилла а у пырея снизу вверх по опытным 
участкам снижается, а молочаяи эспарцета, наоборот, повышается. Максимальное и 
минимальное содержание хлорофилла а у пырея обнаружено соответственно на I и 
III, а у эспарцета и молочая, наоборот, на III и I участках. Некоторая закономерность 
обнаружена также в изменении содержания каротиноидов: максимальное и 
минимальное значения обнаружены в листьях пырея на первом и третьем, а 
эспарцета и молочая – на третьем и втором участках. 
В таблице представлены средние данные и пределы колебаний исследуемых 
пигментов в листьях смешанных образцов злаковых, бобовых и разнотравных 
растений. Как видно, содержание хлорофилла а и б у всех растительных групп было 
выше на первом опытном участке в условиях сухостепного пояса. Минимальное 
содержание хлорофилла ав листьях растений бобовой группы обнаружено на втором, 
aзлаковой и разнотравной –третьем участках опыта, находящихся в нагорно-степном 
поясе. Отметим, чтона втором участке было зарегистрировано также наименьшее 

Рис.2.Действие условий местообитаний на 
содержаниехлорофилла а, б и каротиноидов в 

листьях доминирующих видов (I, II и III– опытные 
участки) 
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количество хлорофилла б в листьях всех растительных групп. Содержание кароти-
ноидов в листьях бобовой и разнотравной групп растений было больше всухо-
степном, а злаковой–нагорно-степном поясах. Помимо этого, содержание хлоро-
филла а и б в листьях разнотравных растений в целомуступало тем же показателям 
злаковых и бобовых. Обобщая можно сказать, что максимальный суммарный пока-
затель исследуемых пигментов трех групп растений был обнаружен на опытном 
участке, расположенном в условиях сухостепного пояса. Отметим, что исследованию 
содержания фотосинтетических пигментов в листьях злаковых, бобовых и разнот-
равных растений обращено внимание многих ученых, в частности, освещены воп-
росы, связанные с их колебанием в ходе роста и развития растений, воздействием 
разных удобрений, водного дефицита, температуры среды и др. [1, 3, 6, 10, 11, 12, 
13]. Приведенный литературный материал, в целом, сопоставим с данными, получен-
ными нами в настоящем исследовании. Статистическая обработка эксперименталь-
ных данных показала, что величина стандартной ошибки средних выборочных на 
первом и втором участках опыта почти всегда была ниже 10%, а на третьем участке 
она часто превышала указанную величину. Показано также, что содержание всех 
пигментов, независимо от исследуемых растений и условий их произрастания, варьи-
ровало в широком диапазоне: содержание хлорофилла а, б и суммы каротиноидов 
менялось в пределах 82-236,  24-130 и 56-173 мг/100г сырогообразца. Несмотря на 
такой широкий диапазон вариаций, t-test анализ выявил наличие существенной 
разницы (P<0.05) между некоторыми сравниваемыми показателями, которая более 
часто регистрировалась для содержания пигментов в листьях бобовых и разно-
травных растений, произрастающих на разных участках опыта.  

 
Таблица. Концентрация фотосинтетических пигментов в листьях растений разных 

луговых групп (мг/100г сырого образца) 
 

Группалуго- 
выхрастений 

Хлорофилла Хлорофиллб Сумма каротиноидов 

среднее вариация среднее вариация среднее вариация 

I участок (1200 м) 

Злаки 163+9 103-207 88+7 36-130 124+8 56-172 

Бобовые 208+10 163-236 90+5 77-110 129+10 97-166 

Разнотравье 161+17 113-191 73+7 54-74 142+17 102-173 

II участок  (1500 м) 

Злаки 158+12 124-204 69+5 48-82 136+7 104-151 

Бобовые 145+9 136-154 55+2 53-57 100+6 94-106 

Разнотравье 140+7 120-152 46+11 24-74 94+7 82-112 

III участок(1700 м) 

Злаки 139+16 94-170 78+5 64-89 100+15 61-131 

Бобовые 166+9 149-189 70+9 55-95 90+16 64-131 

Разнотравье 115+13 82-176 49+4 35-66 88+8 71-120 
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Таким образом, двухлетнее исследование показало, что содержание фотосин-
тетических пигментов в листьях кормовых растений степного пояса г. Арагац имеет 
большую амплитуду колебаний. Установлено, что эти изменения связаны как с 
биологическими особенностями растений, так и, в особенности, с условиями их 
произрастания. В частности, максимальное содержание хлорофилла а и суммы пиг-
ментов в листьях эспарцета лучистого и молочая Воронова  было обнаружено в 
пункте нагорно-степного, а пырея ползучего – сухостепного поясов, где почвенно-
климатические условия были менее благоприятными. Более того, содержание хло-
рофиллов а, б и суммы каротиноидов (за одним исключением) у исследуемых расти-
тельных групп такжедостигло максимального значенияна данном участке. Статис-
тический анализ подтвердилналичие существенной разницы между некоторыми 
пигментами в листьях отдельных видов растений и растительных групп, произрас-
тающих на разных участках опыта.  
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Нами изучалось влияние ионов тяжелых металлов (Cu++, Cd++) на активность аденин-

дезаминазы у 4 представителей моховидных Pellia epiphilla (L.) Lindb, Tortula ruralis (Hedw) 
Crome, Brym capillare Hedw, Brachythecium campestre (Bruch) B.S.G. Из полученных данных 
можно сделать вывод,  что тяжелые металлы даже в незначительных концентрациях влияют на 
активность фермента адениндезаминазы. 

Адениндезаминаза – мохообразные – ионы тяжелых металлов. 
 
àõëáõÙÝ³ëÇñí»É »Ý Ù³ÙáõéÝ»ñÇ Bryophyta, Bryaceae, Brachythecium ÁÝï³ÝÇùÝ»ñÇ Ý»ñÏ³-

Û³óáõóÇãÝ»ñÇ Ùáï ³¹»ÝÇÝ ¹»½³ÙÇÝ³½ ý»ñÙ»ÝïÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý íñ³, Í³Ýñ Ù»ï³ÕÝ»ñÇ (Cu+, Cd++) 
ÇáÝÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛ³Ý å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ: ´³ó³Ñ³Ûïí»É »Ý áñáß ûñÇÝ³ã³÷áõÃÛáõÝÝ»ñ ï³ñμ»ñ 
Ù»ï³ÕÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛ³Ý ¢ Ù³Ùé³ÝÙ³ÝÝ»ñÇ ï³ñμ»ñ Ý»ñÏ³Û³óáõóÇãÝ»ñÇ íñ³: 

²¹»ÝÇÝ¹»½³ÙÇÝ³½ – Ù³Ùé³ÝÙ³ÝÝ»ñ – Í³Ýñ Ù»ï³ÕÝ»ñÇ ÇáÝÝ»ñ 
 
Morphological and physiological properties of mosses, along with their wide distribution 

make these plants very popular bioindicators to assess the state of the environment. Mosses are most 
effective at concentrating heavy metals and other trace elements. The process of deamination of 
adenine in homogenates of mossy plants of the family Bryophyta, Bryaceae, Brachythecium 
campestre was investigated. The effect of metal ions (Cu++, Cd++) for activity of studied enzymes. The 
ions Cu++, Cd++ inhibit the activity of investigated enzyme.  

Adenindeaminase – mosses – the ions of heavy metal 
 

Морфологические и физиологические свойства мхов, наряду с широким их 
распространением (на земном шаре их произрастает от 22000-27000 видов) делают 
эти растения очень популярными биоиндикаторами для оценки состояния окружаю-
щей среды. Мхи эффективно концентрируют большинство тяжелых металлов и дру-
гих микроэлементов, чувствительны к радиоактивным веществам. Загрязняющие ве-
щества, поступившие в окружающую среду, вызывают развитие стрессовых реакций 
у растений. Мхи благодаря простоте организации одними из первых реагируют на 
изменение концентрации поллютантов в окружающей среде, им пренадлежит 
существенная роль в процессах первичного перехватывания и аккумулирования 
различных загрязнений. Под влиянием загрязнителей происходит нарушение баланса 
между механизмами запускающими окислительные реакции, и клеточной антиок-
сидантной защитой. В результате в тканях повышается концентрация активных форм 
кислорода, которые вызывают окисление клеточных структур [Рогова и др., 2011; 
Alison et all., 2012]. Особенностью моховидных является их простое внутреннее и 
внешнее строение – отсутствие корневой системы, низкий уровень дефференциации 
тканей. Мхи входят в состав биологической цепочки. Принимая во внимание осо-
бенности моховидных, в чрезвычайных условиях их нормальную жизнедеятельность, 
изменения ядерной ДНК, которая отражает эволюцию типов и стратегию су-
ществования, возник вопрос о рассмотрении и объяснении в этих организмах про-
цесса дезаминирования аденина и аденозина, вляния ионов металлов на активность 
аденин- и аденозиндеазминазы с точки зрениз мониторинга степени загрязненности 
окружающей среды [Серебрякова, 2007]. 
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Отщепление аминогруппы из аминокислот происходит как путем дезаминиро-
вания, трансаминирования, так и отщеплением аммиака с вовлечением ряда важных 
соединений (пуриновые и пиримидиновые нуклеотиды, триптофан, гистидин, глю-
козамин и т.д) в биосинтез, обеспечивая нормальный рост клеток. В литературе 
отсутствуют данные о дезаминировании азотистых оснований нуклеотидов у мховид-
ных. 

 
Материал и методика 
 
Материалом для исследований послужили образцы сборов моховидных в разных 

растительных формациях, взятых с разнообразных экотопов Цахкуняцкого хребта и 
его отрогов. Исследовано 4 вида относящихся к двум классам и разным семействам 
отдела моховидных.  

Нами исследовался процесс дезаминирования у моховидных класса  
I. Marschantiopsida (Hepatidiopsida) сем. Pelliaceae, Pellia epiphylla (L) Lindb 

II. Класс Bryopsida (Musci) ,  
1. Сем. Pottiacea, Tortula ruralis (Hedw) Crome 
2. Сем. Bryaceae, Brum capillare 
3. Сем. Brachyteciaceae, Brachythecium campestre (Bruch.) B.S.G. 

Исследуемые мхи промывали в проточной воде, высушивали, тшательно из-
мельчали, проводили 3-часовую экстракцию в 50% спиртоводном растворе. Исполь-
зовали листостебельную часть. Инкубацию проб проводили в условиях фосфатного 
буфера (pH = 7.4), в качестве субстрата применяли аденин, аденозин, инкубацию 
проводили в термостате при температуре 37o, в течение 1 часа 30 мин. Активность 
фермента определяли микродиффузионным методом Зелингсона в модификации Си-
лаковой и сотрудников [1962]. Принцип метода заключается в вытеснении аммиака 
из исследуемой жидкости, находящейся в герметически закупоренных сосудиках, 
вращающихся на ротаторе со скоростью 60-70 об/мин, с помощью насыщенного 
раствора KOH и в последующей его абсорбции на стеклянных палочках, предва-
рительно смоченных 1N серной кислотой. Через 45 мин. их промывали водой и в 
элюате определяли аммиак колориметрическим методом с помощью реактива Нес-
слера. Интенсивность окраски измеряли на фотоэлектроколориметре при длине 
волны 440 нм. При составлении калибровочной кривой использовали стандартные 
растворы сернокислого аммония. 

 
Результаты и обсуждение.  
В некоторых организмах аденин путем гидролиза при действии ферментов 

аденидезаминазы расщепляется на аммиак и гипоксантин. Отщепление аминогруппы 
из аминокислот происходит как путем дезаминирования, трансаминирования, так и 
высвобождением аммиака, который вовлекается в биосинтез ряда важных соеди-
нений  (пуриновые и пиримидиновые нуклеотиды, триптофан, гистидин, глюкозамин 
и др.) обеспечивающих нормальных рост клеток. 

В литературе отсутствуют данные о дезаминировании аминокислот, азотистых 
оснований нуклеотидов, а также относительно ферментативных систем обеспечиваю-
щих эти реакции у мохообразных. Следует отметить, что мохообразные способны 
накапливать тяжелые металлы. Загрязнение окружающей среды – это один из 
первоочередных вопросов современного человечества. Одним из наиболее сущест-
венных факторов загрязнения среды являются химические вещества, которые спо-
собны вызывать нарушения и разрушения биосферы. К числу особенно опасных 
загрязнителей химического характера относятся тяжелые металлы. Для них 
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характерны высокая токсичность, мутагенный и канцерогенный эффекты. Тяжелые 
металлы опасны тем, что способны накапливаться в живых организмах и переда-
ваться по пищевым цепям. Таким образом, в зоне особой опасности находится че-
ловек, который как правило, возглавляет эти цепи, а следовательно, получает наи-
большее количество токсичных веществ. В связи с вышеуказанными причинами 
возникает необходимость в регулярном контроле за состоянием окружающей среды 
на предмет содержания тяжелых металлов и других токсичных элементов для оценки 
загрязнения. Исходя из мирового опыта, для биоиндикационных целей достаточно 
хорошо подходят мохообразные [Harmens. H. 2010; Gadzolis et all. 2016]. 

Нами изучалось влияние ионов тяжелых металлов (Cu++, Cd++) на активность 
адениндезаминазы у 4 представителей моховидных Pellia epiphilla (L.) Lindb, Tortula 
ruralis (Hedw) Crome, Brym capillare Hedw, Brachythecium campestre (Bruch) B.S.G. 

При исследовании влияния ионов Cd++ на активность адениндезаминазы 
наблюдается следующая закономерность: у представителя семейства Fossombronia-
ceae  Pellia epiphilla (L.) Lindb, семейства Pottiaceae Tortula ruralis (Hedw) Crome 
наблюдается 95% ингибирование исследуемого фермента, а у представителей се-
мейств Bryaceae и Brachytheciaceae фермент ингибируется на 67%, а при кон-
центрации ионов Cd++ в 5.0 мM во всех исследуемых мхах происходит полное 
ингибирование активности фермента адениндезаминазы. Далее исследовалось влия-
ние ионов Cu++ на акривность фермента адениндезаминазы. У Pellia epiphilla 
(L.)Lindb при концентрации ионов Cu++ в 2.5 мM наблюдается почти 95% инги-
бирование активности исследуемого фермента, у Tortula ruralis (Hedw) Crome – 70% 
ингибирование, а у Brym Capillare Hedw на 85%. 

 
 

Таблица1. Влияние ионов Cd++ на активность адениндезаминазы у разлиных представителей 
моховидных (активность выражена в мкмолях на 1г свежей ткани. Приведены также % 

активности проб без добавления ионов, n=3, p<0.05) 
 
 
Объект 

Концентрация ионов Cd , mM 
0.00 0.25 0.5 1.0 2.5 5.0 

активность % активность % активность % активность % активность % 
актив-

ность 
% 

Pellia 

epiphylla 

(L.)Lindb 

10.35±0.02 100 9.40±0.1 90.8 6.2±0.03 59.9 3.0±0.0.01 28.9 0.5±0.01 4.83 - - 

Tortula ruralis 

(Hedw) Crome 28.40±0.01 100 25.8±0.2 90.8 20.03±0.4 71.4 13.5±0.2 47.5 1.0±0.02 3.52 - - 

Brum 

capillare 

(Hedw) 

15.34±0.1 100 13.3±0.01 86.7 10.1±0.01 65.8 8.3±0.4 54.1 3.3±0.01 21.5 - - 

Brachytheciu

m campestre 

(Bruch.)B.S.G 

20.50±0.3 100 17.2±0.14 83.9 13.0±0.2 63.41 10.±0.1 48.7 6.7±0.03 32.6 - - 
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Таблица 2. Влияние ионов Cu++ на активность адениндезаминазы у разлиных представителей 
моховидных (активность выражена в мкмолях на 1г свежей ткани. Приведены также % 

активности проб без добавления ионов, n=3, p<0.05) 
 

 
Объект 

Концентрация ионов Cu, мM 
0.00 0.25 0.5 1.0 2.5 5.0 

активность % активность % активность % активность % активность % активность % 

Pellia epiphylla 
(L.)Lindb 

 
10.35±0.02 100 8.47±0.01 81.8 7.97±0.03 77.0 3.47±0.0.01 33.5 0.47±0.05 4.54 - - 

Tortula ruralis 
(Hedw) Crome 28.40±0.01 100 26.52±0.10 93.3 23.02±0.4 81.0 20.52±0.2 72.2 16.52±0.01 58.16 12.10±0.03 42.6 

Brum capillare 
(Hedw)  15.34±0.1 100 13.46±0.03 87.7 12.96±0.2 84.4 8.46±0.13 55.1 4.03±0.04 26.2 1.10±0.2 13.68 

Brachythecium 
campestre 

(Bruch.)B.S.G 
20.50±0.3 100 18.62±0.01 90.8 17.12±0.01 88.7 13.62±0.03 66.4 10.03±0.18 50.24 6.02±0.10 29.3 

 
Таким образом исходя из полученных данных можно сделать вывод,  что тяже-

лые металлы даже в незначительных концентрациях влияют на активность фермента 
дезаминирующего аденин. Определение активности фермента в исследуемых мохо-
видных можно использовать как тест при определении степени загрязнения окру-
жающей среды, что очень важно при экологическом мониторинге загрязнени окру-
жающей среды тяжелыми металлами. 
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Внутрибрюшинное введение крысам ГАМК и одновременное скармливание животным 

бентонита способствует ослаблению диабетогенного действия аллоксана, однако не снимает 
полностью его гипергликемический эффект. ГАМК и бентонит в отдельности оказывают 
менее выраженное действие. Введение ГАМК сопровождается повышением ее уровня в 
панкреасе, но не в мозге. Скармливание бентонита достоверно снижает содержание дикарбо-
новых аминокислот в органах крыс и препятствует повышению уровня ГАМК в панкреасе 
животных, одновременно получавших эту аминокислоту. Полученные данные свидетельст-
вуют об умеренном протективном антидиабетогенном действии совместного применения бен-
тонита и ГАМК. 

Аллоксан-диабет- бентонит-ГАМК-мозг-панкреас. 
 
¶²ÎÂ-Ç Ý»ñáñáí³ÛÝ³ÛÇÝ Ý»ñ³ñÏáõÙÁ ¢ μ»ÝïáÝÇïÇ ÙÇ³Å³Ù³Ý³Ï Ï»ñ³ÏñáõÙÁ ³éÝ»ïÝ»ñÇÝ 

Ýå³ëïáõÙ ¿ ³Éáùë³ÝÇ ¹Ç³μ»ïá·»Ý ³½¹»óáõÃÛ³Ý ÃáõÉ³óÙ³ÝÁ, ë³Ï³ÛÝ ÉÇáíÇÝ ãÇ Ï³ÝËáõÙ í»ñ-
çÇÝÇë ÑÇå»ñ·ÉÇÏ»ÙÇÏ ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ: ¶²ÎÂ-Á ¢ μ»ÝïáÝÇïÁ ³é³ÝÓÇÝ ³í»ÉÇ ÃáõÛÉ ³½¹»óáõÃÛáõÝ »Ý 
¹ñë¢áñáõÙ: ¶²ÎÂ-Ç Ý»ñ³ñÏáõÙÁ ½áõ·áñ¹íáõÙ ¿ Ýñ³ å³ñáõÝ³ÏáõÃÛ³Ý μ³ñÓñ³óÙ³Ùμ »ÝÃ³ëï³-
Ùáùë³ÛÇÝ ·»ÕÓáõÙ, μ³Ûó áã áõÕ»ÕáõÙ: ´»ÝïáÝÇïÁ Çç»óÝáõÙ ¿ »ñÏÏ³ñμáÝ ³ÙÇÝ³ÃÃáõÝ»ñÇ Ù³-
Ï³ñ¹³ÏÁ ³éÝ»ïÝ»ñÇ ûñ·³ÝÝ»ñáõÙ ¢ Ï³ÝËáõÙ ¿ ¶²ÎÂ-Ç ÏáÝó»Ýïñ³óÇ³ÛÇ ³×Á ¶²ÎÂ ¢ μ»ÝïáÝÇï 
ëï³óáÕ Ï»Ý¹³ÝÇÝ»ñÇ »ÝÃ³ëï³Ùáùë³ÛÇÝ ·»ÕÓáõÙ: êï³óí³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÁ íÏ³ÛáõÙ »Ý μ»ÝïáÝÇïÇ ¢ 
¶²ÎÂ-Ç Ñ³Ù³ï»Õ û·ï³·áñÍÙ³Ý ã³÷³íáñ Ñ³Ï³¹Ç³μ»ïá·»Ý ³½¹»óáõÃÛ³Ý Ù³ëÇÝ: 

²Éáùë³Ý-¹Ç³μ»ï-μ»ÝïáÝÇï-¶²ÎÂ-áõÕ»Õ-»ÝÃ³ëï³Ùáùë³ÛÇÝ   ·»ÕÓ 
 
GABA intraperitoneal injection to rat and simultaneously feeding of bentonit promote 

attenuation the diabetogen action of alloxan, but don’t remove completely its hyperglycemic effect. 
GABA and bentonit separately show less pronounced action. GABA injection is attend by the 
increase its level in pancreas but not in the brain. Bentonit feeding decreases concentration of 
dicarboxylic amino acids in rat organs and protect GABA level increase in pancreas of rat, received  
this amino acid simultaneousely with bentonit. The data obtained testify to modest protect antidiabetic 
action of combined using of GABA and bentonit. 

Alloxan-diabet- bentonit- GABA -brain-pancreas 
 
Хорошо известна роль ГАМК как мощного ингибиторного трансмиттера нерв-

ной деятельности. Тормозное действие ГАМК распространяется и на другие ткани и 
органы, в частности иммуную систему и поджелудочную железу [10,12,13]. Им-
муные клетки, содержащие глутаматные и ГАМК рецепторы [11,14], не обходятся 
без предшественника этих нейротрансмиттерных аминокислот глутамина, который 
помимо генерации вышеуказанных аминокислот, необходим им как источник энер-
гии, азота и углерода [12]. Аналогичное наблюдается и с поджелудочной железой, 
которая содержит нейроактивные аминокислоты в количествах, сопоставимых с 
мозгом [5,7,13]. ГАМК усиливает синтез и секрецию инсулина β-клетками и подав-
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ляет аналогичные процессы в α- и δ-клетках, касающиеся глюкагона и соматостатина 
[13]. Считается, что введение ГАМК ограничивает патогенные аутоиммуные ответы, 
индуцируемые проинсулином, и способствует усилению им же вызванных 
регуляторных ответов [15]. Авторы считают, что совместное действие проинсулина и 
ГАМК может синергично подавлять воспаление и способствовать восстановлению 
нормогликемии. Необходимо отметить, что в лечении диабета большую роль играют 
строгая диета и соответствующая кишечная микрофлора, которая влияет на иммуный 
статус организма [8]. Состав кишечной флоры существенно влияет на состояние 
жирового обмена организма и развитие диабета [9]. По данным авторов пересадка 
микрофлоры здоровых людей диабетикам способствует их излечению. Бентонит 
влияет на состав микрофлоры желудочно-кишечного тракта, связывает различные 
токсины, способствует усвоению пищи [1]. В этом плане совместное применение 
бентонита в качестве минеральной подкормки и ГАМК или генерирующих ее ве-
ществ может усилить противовоспалительные иммуные ответы и ослабить воспа-
лительные. Подобный подход может, на наш взгляд, способствовать предупреж-
дению или задержке развития сахарного диабета.   

    
Материал и методы 
Исследования были проведены на белых крысах массой 180-200г, содержащихся 

на обычном рационе в условиях вивария института биохимии НАН РА. Животные 
были разделены на 4 группы по 5 в каждой: 1-ая контрольная получала внутри-
брющинно 0.5мл физиологического раствора, 2-ая-25мг/кг ГАМК, через день в 
течение 10 дней, 3-яя-1% бентонита в корме в течение 10 дней, 4-ая-бентонит  еже-
дневно+ГАМК через день. Через 5 дней животным внутрибрюшинно вводили аллок-
сан в дозе 150мг/кг и через 2 суток забивали под легким эфирным наркозом, удаляли 
панкреас и мозг, в которых определяли аминокислоты семейства глутамина. Экс-
тракцию аминокислот осуществляли 6% HClO4. Разделение аминокислот в перхло-
ратных экстрактах осуществляли методом высоковольтного электрофореза в пири-
дин-ацетатном буфере, pH 3.9, аминокислоты определяли нингидриновым методом 
[2]. Глутамин определяли в электрофоретической фракции нейтральных аминокислот 
по амидному азоту с использованием микродиффузионного метода [4]. Глюкозу 
крови определяли  с помощью глюкометра Accu-Chek (Германия).  

 
Результаты  и  обсуждение 
В таблице 1 представлено содержание аминокислот в панкреасе крыс. Как видно  

пятикратное введение ГАМК крысам способствует ее накоплению в панкреасе и 
внутрибрюшинная инъекция аллоксана не влияет на этот процесс. Регистрируется 
достоверное уменьшение содержания аспартата и глутамата после инъекции аллок-
сана на фоне 5-дневного скармливания  животным бентонита.  

 
Таблица 1. Влияние аллоксана на содержание нейроактивных аминокислот в панкреасе крыс, 

получавших бентонит и ГАМК 
 

Группы АК ГК ГН ГАМК 

Контроль 1.36 0.91±0.09 2.61±0.37 4.74±0.43 1.07±0.25 

ГАМК 1.42 0.95±0.35 3.19±0.44 4.68±0.22 3.45±0.30* 

Бентонит 1.05 0.70±0.09* 1.93±0.27* 5.17±0.41 1.02±0.11 

ГАМК+бентонит 1.36 0.91±0.11 3.00±0.23 4.54±0.49 1.15±0.14 

Примечание: Аллоксан вводили крысам внутрибрюшинно на 5-ый день после скармливания им бентонита 
(1% корма) и внутрибрюшинного введения ГАМК (20мг/кг) 
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Содержание аминокислот в таблицах дано в  мкмоль/г свежей ткани, n=5 
Представленные в таблице 2 результаты свидетельствуют о том, что внутрибрю-

шинное введение ГАМК не сопровождается повышением ее концентрации в мозге, 
однако скармливание бентонита достоверно снижает концентрацию глутамата и 
аспартата. Подобная картина может быть связана как возможным связыванием 
дикарбоновых аминокислот бентонитом, так и с их неспособностью, а также ГАМК, 
преодолевать гемато-энцефалический барьер. 

 
Таблица 2. Влияние аллоксана на содержание нейроактивных аминокислот в мозге крыс, 

получавших бентонит и ГАМК 
 

Группы АК ГК ГН ГАМК 

Контроль 2.74±0.23 6.79±0.45 5.44±0.52 1.61±0.34 

ГАМК 2.43±0.18 5.65±0.17 4.68±0.20   1.61±0.27 

Бентонит 1.93±0.13* 5.61±0.37* 5.45±0.41 1.88±0.23 

ГАМК+бентонит 2.37±0.22 5.33±0.44 5.18±0.36 1.52±0.38 

 
Таблица 3. Влияние аллоксана на содержание глюкозы в крови крыс,  

получавших бентонит и ГАМК 
 

Группы Глюкоза 
ммоль/л 

Контроль 34.8±3.6 

ГАМК 27.9 ±3.4 

Бентонит 25.3±2.8* 

ГАМК+бентонит 20.8±2.5* 

 

В таблице 3 представлены результаты определения глюкозы в крови. Необ-
ходимо отметить, что в отличие от прежних наших опытов по предотвращению пред-
варительно введенным ингибитором ГАМК-трансаминазы этаноламин-О-сульфатом 
повышения концентрации глюкозы диабетогеном аллоксаном, в настоящих опытах 
введение самой ГАМК проявляет лишь статистически недостоверную тенденцию 
снижения уровня глюкозы. Необходимо отметить, что противогликемический эффект 
этаноламин-О-сульфата при стрептозотоциновом экспериментальном диабете был 
достоверен, но менее выражен [3]. Скармливание бентонита, а также, в особенности, 
одновременное введение ГАМК приводит к более выраженному статистически зна-
чимому ослаблению действия аллоксана. Однако нормализации уровня глюкозы под 
действием исследованных соединений не происходит, что не совсем согласуется с 
мнением о возможности регенерации островковых β-клеток и секреции инсулина под 
действием ГАМК  и регуляции ею аутоиммуной реакции [15]. Можно предположить, 
что химические модели экспериментального сахарного диабета I типа не вполне 
соответствуют патогенезу этой болезни. 
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В работе исследовано влияние анионoактивных поверхностно-активных ве-

ществ: лаурилсульфата натрия (C12H25SO4Na), пентадецил сульфата натрия 
(C15H31SO4Na) и лауретсульфата натрия (C18H37SO7Na) на  устойчивость бислойной 
липидной  мембраны в электрическом поле. Показано, что с увеличение длины ал-
кильной цепи поверхностно активного вещества устойчивость БЛМ в электрическом 
поле уменьшается. 
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Поверхностно-активные вещества (ПАВ) — органические соединения, имеющие 
амфифильное  строение, то есть их молекулы имеют в своём составе полярную часть, 
гидрофильный компонент и неполярную (углеводородную) часть, гидрофоб-
ный  компонент. Эффектвная форма молекул  ПАВ представляет из себя “клин” 
(конус), т.е. эти молекулы имеют относительно широкую полярную головку и узкий 
углеводородный хвост. В силу интенсивного использования и выброса в окру-
жающую среду, объемы загрязнения водных объектов ПАВ-ами идет с катастрофи-
ческой быстротой [3]. ПАВ имеют свойство впитываться и накапливаться в орга-
низме, вызывая нарушения в центрально-нервной, сердечно-сосудистой, пищевари-
тельной системах, повреждает  органы выделительной системы. Обладают аллерген-
ным свойством, при даже маленьком количестве  попадания в организм. Они ток-
сичны для рыб и для других животных [5,8]. 

В данной работе изученo влияние анионoактивных поверхностно-активных 
веществ: лаурилсульфата натрия (C12H25SO4Na), пентадецил сульфата натрия 
(C15H31SO4Na) и лауретсульфата натрия (C12+2nH25+4nNaO4+nS n=3 /C18H37SO7Na) на 
бислойную   липидную  мембрану (БЛМ ). 

Лаурилсульфат натрия (додецилсульфат натрия) (рис.1а) является одним из 
часто применяющимся детергентом для солюбилизации мембран, для изолирования 
и очищения мембранных белков [9]. Принадлежит к раздражающим, но не 
канцерогенным веществам. Критическая концентрация мицеллообразования (ККМ) 
составляет 8,2x10-3 М.Пентадецил сульфат натрия (рис. 1б)относится к классу 
алкилсульфатов. ККМ составляет 1,03x10-3 М [3]. Лауретсульфат натрия (рис. 1в) 
широко применяемых в качестве моющих средств. Действует менее раздражающе, 
чем лаурилсульфат натрия. ККМ составляет 5x10-4M.  

По вышесказанным  причинам, и учитывая тот факт, что  внутри клетки часто 
встречаются молекулы по своей структуре похожие на ПАВ (такие как жирные 
кислоты, лизоформы фосфолипидов), необходимо знать их действие на устойчивость  
мембран. 

 

а)  

б)  

в)  
 

Рис. 1 Химические структуры а) лаурилсульфат натрия, б) пентадецил сульфат натрия,  
в) лауретсульфат натрия (n=3). 

 
Но поскольку изучение устойчивочти на живой клетке черезвычайно сложно, то 

представляется целесообразным их детальное исследование на широко используемой 
экспериментальной системе для моделирования клеточних мембран, которым яв-
ляются плоские бислойные липидные мембраны․ 

 
Материалы и методы 
Для изготовления мембран использовались липиды фoсфатидилсерин (1,2-

Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine]) и фoсфатидилэтанoламин (1,2-Diphytanoyl-
sn-Glycero-3-Phosphoethanol amine) (1:1) приoбретенные из “Avanti Polar Lipids” 
(USA). Для фoрмирoвания БЛМ применялись 3-4% свежепригoтoвленный раствoр 
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липидoв в н-декане. В качестве буферного раствора применялся 0.1 М NaCl, в 
дистиллированной воде. Мембраны формировались по методу Мюллера-Рудина в 
растворе электролита на отверстии с диаметром 1 мм (площадь БЛМ - S=0,64мм2) в 
тефлоновой тонкой перегородке [7]. Все oпыты прoвoдились при кoмнатных тем-
пературах (20-25°С). Влияние длины алкильной цепи ПАВ на БЛМ было рассмот-
рено при  концентрации 10-4М.  

Для измерения электрических параметров БЛМ - проводимость и электрическую 
емкость, в два отсека рабочей ячейки, разделенные мембраной, помещались два 
хлорсеребряных электрода, которые были пoдключены к АЦП (Е14-140-М) и кoнт-
рoлирoвались кoмпьютерoм с использованием компьютерной программы LabVIEW, 
в соответствии с процедурой, описанной в [6]. Диапазон подаваемой на БЛМ 
разности потенциалов был от 0.20 В до 0.45 В. 

 
Результаты и обсуждение 
БЛМ весьма нестабильна в присутствии небольших количеств детергентов и 

других примесей [10]. Устойчивость мембраны можно охарактеризовать средним 
временем жизни мембраны. Согласно [1,2] выражение для среднего времени жизни 
БЛМ во внешнем электрическом поле имеет вид: 

 
 

(1) 

 
где σ – натяжение БЛМ, γ – линейное натяжение кромки поры в БЛМ; D – коэффи-
циент диффузии дефектов в пространстве радиусов;   – разность потенциалов на 
мембране; kв – постоянная Больцмана, T – температура; c0– концентрация пор на 
БЛМ и S – площадь БЛМ; C – приведенная электрическая  емкость, которая  
определяется  соотношением , где   –  удель-
ная  электрическая  емкость  БЛМ,  –  диэлектрическая проницаемость  воды,  
–  диэлектрическая  проницаемость  БЛМ,  –  электрическая  постоянная. 

Было исследовано  влияние длины алкильной цепи поверхностно активных ве-
ществ (C12-C18)  на время жизни мембран во внешнем электрическом поле, при  
заданных значениях разности потенциалов на БЛМ.  К  БЛМ  прикладывалось  посто-
янное напряжение (от 0,2В до 0,45В) и измерялся ток через мембрану. Момент лави-
нообразного увеличения тока свидетельствовал о разрушении мембраны в результате 
ее электрического пробоя. Строилась зависимость десятичного логарифма среднего  
времени  жизни,  от  приложенного  напряжения.  

На  рис. 2 приведены  зависимости  десятичного  логарифма  среднего  времени  
жизни мембран от приложенного напряжения, построенные 1- пви  отсутствии ПАВ, 
2 – при присутствии лаурилсульфата натрия в концентрации 10-4 М, 3 – пви присут-
ствии пентадецил сульфат натрия в концентрации 10-4 М, 4- пви присутствии 
лауретсульфата натрия в концентрации 10-4 М. 

Из полученных кривых (рис.2) видно, что увеличение длины алкильной цепи 
ПАВ вызывало уменьшения стабильности  мембран. Из  параметров, влияющие на 
среднее время жизни БЛМ согласно (1), наиболее важными являются линейное 
натяжение кромки поры γ,  разность потенциалов на мембране  , натяжение σ и 
Dc0S, т.е. произведение  общего  количества  дефектов  в  мембране  на коэффициент 
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диффузии дефекта в пространстве радиусов. Были определены значения σ, γ ,  Dc0S. 
Анализ формулы (1) показывает, что среднее время жизни БЛМ наиболее сильно 
зависит от линейного натяжения кромки поры γ, поскольку эта зависимость экспо-
ненциальная. 
 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
,V 
 
 

Рис.2. Уменьшение среднего времени жизни БЛМ при увеличении разности потенциалов: 1 – при 
отсутствии ПАВ, 2 – при присутствии лаурилсульфата натрия, 3 – при присутствии пентадецил сульфат 
натрия, 4– при присутствии лауретсульфата натрия. Точки – экспериментальные  данные  (среднее  из  5  

измерений  при  каждой  разности  потенциалов),  сплошные  линии  –  теоретические  кривые,  
проведеные методом наименьших квадратов, по формуле (1). 

 
Таблица 1. Рассчитанные  значения  параметров  поверхностного натяжения (σ), линейного   

натяжения  спонтанно образующихся  пор (γ) и  произведение  общего  количества  дефектов  в  
мембране  на коэффициент диффузии дефекта в пространстве радиусов Dc0S. 

 
 σ (Н/м) γ (Н) Dc0S (м2/с) 
Контроль (при отсутствии ПАВ) 4.3 x10-3 6,8 x10-12 3,1 x10-25 
присутствии10-4М  лаурилсульфата натрия (C12) 2,7 x10-3 4.8 x10-12 23 x10-23 
присутствии 10-4М пентадецил сульфат натрия (C15)  2.2x10-3 3.2 x10-12 267 x10-23 
присутствии 10-4 М лауретсульфата натрия (C18) 1.72x10-3 1,9 x10-12 423 x10-23 

 
Как видно из таблицы 1, уменьшение значения  γ, как и следовало ожидать, 

коррелирует с уменьшением среднего времени жизни БЛМ.  Таким образом, с 
увеличением длины алкильной цепи поверхностноактивного вещества уменьшается  
значение линейного натяжения кромки поры в БЛМ.Из таблицы 1 видно также, что 
натяжение  σ также уменьшается с ростом длины алкильной цепи поверхностно ак-
тивного вещества. Такое согласованное  поведение σ  и  γ также ожидаемо, поскольку  
существует приближенное линейное соотношение между натяжением БЛМ и  ли-
нейным натяжением кромки поры в БЛМ  [1,2]. Из таблицы 1 видно, что  с  уве-
личением длины алкильной цепи поверхностно активного вещества, увеличивается 
значение  параметра Dc0S. Физически это  легко объяснить. Поскольку в этих усло-
виях наблюдается уменьшение γ, то согласно теории устойчивости БЛМ в электри-
ческом поле [1,2], это неизбежно приведет к увеличению числа пор на БЛМ, а это в 
свою очередь к увеличению параметра  Dc0S. 



 

 74 

Таким образом, в данной работе показано, что с увеличение длины алкильной 
цепи поверхностно активного вещества от С12 до С18 устойчивость БЛМ в электри-
ческом поле уменьшается. 
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Изучалась сезонная динамика содержания общего азота, белков и фотосинтетических 
пигментов в листьях двух видов деревьев: ясеня обыкновенного (Fraxinus excelsior L.) и 
платана восточного (Platanus orientalis L.), широко распространенных в зеленых насаждениях 
города Еревана. Обнаружено, что к концу вегетации в листьях изученных двух видов умень-
шились содержания общего азота, белков и хлорофиллов, в то время как изменения кон-
центраций каротиноидов носили незакономерный характер. Выявлено, что содержание ис-
следуемых показателей в растениях зависит от фазы вегетации, состояния и экологической 
устойчивости видов к условиям места произрастания. 



 

 75 

Хлорофилл-каротиноиды-азот-вегетация-деревья-вид 
 
ºñ¢³ÝÇ Ï³Ý³ã ïÝÏ³ñÏÝ»ñáõÙ ³Ù»Ý³ï³ñ³Íí³Í »ñÏáõ Í³é³ï»ë³ÏÝ»ñÇª Ð³ó»ÝÇ ëá-

íáñ³Ï³ÝÇ (Fraxinus excelsior L.) ¢ êáëÇ ³ñ¢»ÉÛ³ÝÇ (Platanus orientalis L.) ï»ñ¢Ý»ñáõÙ áõëáõÙÝ³-
ëÇñí»É ¿ ÁÝ¹Ñ³Ýáõñ ³½áïÇ, ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÇ ¢ ýáïáëÇÝÃ»ïÇÏ åÇ·Ù»ÝïÝ»ñÇ å³ñáõÝ³ÏáõÃÛ³Ý 
ë»½áÝ³ÛÇÝ ¹ÇÝ³ÙÇÏ³Ý: Ð³ÛïÝ³μ»ñí»É ¿, áñ Ñ»ï³½áïí³Í Í³é³ï»ë³ÏÝ»ñÇ ï»ñ¢Ý»ñáõÙ í»·»-
ï³óÇ³ÛÇ í»ñçáõÙ Ýí³½»É ¿ ÁÝ¹Ñ³Ýáõñ ³½áïÇ, ëåÇï³ÏáõóÝ»ñÇ ¢ ùÉáñáýÇÉÝ»ñÇ å³ñáõÝ³ÏáõÃÛáõÝÁ, 
ÙÇÝã¹»é Ï³ñáïÇÝáÇ¹Ý»ñÇ å³ñáõÝ³ÏáõÃÛáõÝÝ»ñÁ »ÝÃ³ñÏí»É »Ý ³ÝûñÇÝ³ã³÷ ÷á÷áËáõÃÛ³Ý: 
´³ó³Ñ³Ûïí»É ¿, áñ μáõÛë»ñáõÙ Ñ»ï³½áïí³Í óáõó³ÝÇßÝ»ñÇ å³ñáõÝ³ÏáõÃÛáõÝÁ Ï³Ëí³Í ¿ í»·»-
ï³óÇáÝ ÷áõÉÇó, Í³é³ï»ë³ÏÝ»ñÇ íÇ×³ÏÇó ¢ ßñç³Ï³ ÙÇç³í³ÛñÇ ÝÏ³ïÙ³Ùμ ¹ñ³Ýó ¹ñë¢áñ³Í 
¿ÏáÉá·Ç³Ï³Ý Ï³ÛáõÝáõÃÛáõÝÇó: 

øÉáñáýÇÉ-Ï³ñáïÇÝáÇ¹Ý»ñ-³½áï-í»·»ï³óÇ³-Í³é-ï»ë³Ï 
 
The present article considers the seasonal dynamics of contents of total nitrogen, proteins and 

photosynthetic pigments in leaves of two tree species: European ash-tree (Fraxinus excelsior L.) and 
Eastern plane (Platanus orientalis L.) widely used in Yerevan greening. The study has found out that 
by the end of vegetation the contents of total nitrogen, proteins and chlorophylls decrease in the 
studied leaves, changes in carotinoids concentrations having an irregular character. The obtained 
results have indicated that the contents of studied indices depend on vegetation phase, condition and 
ecological tolerance of species to habitat conditions.   

Chlorophyll-carotinoids-nitrogen-vegetation-trees-species 
 

Проблема устойчивости растительных организмов к неблагоприятным факторам 
городской среды остается актуальной на протяжении многих лет. Установлено, что 
устойчивость растений к неблагоприятным абиотическим и биотическим факторам 
обеспечивается функционированием большого числа разнообразных механизмов, 
действующих на разных уровнях организации. Повышенная устойчивость растений к 
городским условиям определяется способностью к перестройке физиологических и 
биохимических процессов, проявлением приспособлений, развившихся ранее для 
защиты от других экстремальных факторов природной среды 14, 20.  

Приспособление растений к экстремальным условиям наразличных уровнях 
биологической организации осуществляется по-разному. Для устойчивых видов 
характерна более высокая скорость прохождения всех обменных реакций, трансло-
кации органических соединений. У устойчивых видов, по сравнению с неустой-
чивыми, отмечено меньшее угнетение фотосинтеза, дыхания, разрушение пластид-
ных пигментов и других физиолого-биохимических процессов 12, 13, 9.  

Среди физиологических процессов, определяющих рост растений и формирова-
ние их продуктивности, наиболее важным является фотосинтез. Поддержание фото-
синтетической активности на высоком уровне способствует росту и развитию рас-
тений в неблагоприятных условиях среды и может служить показателем их устой-
чивости 18, 13, 14. Способность растений поддерживать и сохранять относительно 
высокую интенсивность фотосинтеза в неблагоприятных условиях внешней среды 
имеет важное приспособительное значение, поскольку позволяет удовлетворить 
потребности в энергетических и пластических ресурсах, необходимых не только для 
роста и развития, но и для процесса адаптации. При этом, чем сильнее выражена эта 
способность у растений, тем выше их устойчивость к данному стресс-фактору 3, 4. 

Известно, что в ходе фотосинтеза осуществляется поглощение и трансформация 
энергии солнечных лучей, в котором непосредственное участие принимают фото-
синтетические пигменты листьев, и особенно, хлорофиллы и каротиноиды. Хлоро-
филлы характеризуются сложной химической структурой, основным компонентом 
которых является порфирин, содержащий атомы азота и марганца 2, 14. Специ-
фическое строение молекулы хлорофилла позволяет переходить в возбужденное 
состояние при незначительном количестве энергии (1 квант), благодаря которой 
осуществляются фотохимические реакции фотосинтеза. Каротиноиды также пог-
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лощают солнечную энергию и передают ее хлорофиллу а 17, 16, т.е. они действуют 
в качестве дополнительных «светосборщиков» 19, 7. Каротиноиды являются также 
одним из основных антиоксидантных соединений в клетке и участвуют в синтезе 
абсцизовой кислоты – «гормона стресса», благодаря которым обеспечивается устой-
чивость растений к различным стрессовым воздействиям. В этой связи уровень со-
держания каротиноидов в листьях можно рассматривать как важный индикатор 
устойчивости фотосинтетического аппарата растений. 

Азотный обмен непосредственно связан с процессом фотосинтеза растений: азот 
и азотистые соединения необходимы для построения фотосинтетического аппарата. 
Синтез хлорофилла резко ослабляется при недостатке азота в питательной среде. 
Максимальное содержание хлорофилла в листьях совпадает с периодом образования 
половых клеток, т.е. началом цветения, после чего наблюдается снижение. Характер-
ным признаком азотного голодания является торможение роста вегетативных орга-
нов растений и появление бледно-зеленой или даже желто-зеленой окраски листьев 
из-за нарушения образования хлорофилла 11. 

Ранее нами изучались особенности азотного обмена в листьях деревьев, произ-
растающих в условиях города Еревана. Выявлено, что накопление азота в растениях 
зависит от видовых особенностей, фазы вегетации, степени загрязненности террито-
рии произрастания 8, 10.  

Целью данной работы было выявить характер сезонных изменений содержания 
азота и фотосинтетических пигментов в листьях двух видов деревьев, произрас-
тающих в различных частях города Еревана. Для достижения этой целив двух фазах 
вегетации деревьев проводилась оценка их состоянияи определение содержаний 
общего азота, белков, хлорофиллов и каротиноидов листьях. 

 
Материал и методика 
Объектами исследований были наиболее распространенные в городе 2 вида 

деревьев: ясень обыкновенный - Fraxinus excelsior L. и платан восточный - Platanus 
orientalis L.. Исследования состояния деревьев и отбор проб листьев проводили в 
начале (июнь) и конце (сентябрь) активной вегетации растений в течение 2016 года в 
9-ти пилотных точках зеленых зон г. Еревана. Оценка состояния растений прово-
дилась исходя из видимых признаков угнетенности растений: деформации вегетатив-
ных органов, степени поражения ассимиляционного аппарата, дехромации и дефо-
лиации, разреженности кроны, количеству сухих ветвей и т.д. 1.  

Содержание общего и белкового азота определяли в воздушно-сухом раститель-
ном материале по экспресс методике с помощью реактива Несслера [5]. 

Содержание фотосинтетических пигментов (хлорофиллы а и б, каротиноиды) 
определяли по модифицированной методике, основанной на использовании органи-
ческого растворителя диметилсульфоксида [(CH3)2SO], который позволяет получать 
устойчивые экстракты, необходимые для выполнения внелабораторных исследова-
ний 6. Измерение проводилось на спектрофотометре (СФ-16), а количественный 
учет хлорофиллов а, б и каротиноидов – по формулам Маккини-Арнона и Ветт-
штейна 15. 

Пилотные участки в г. Ереване: 1. Сквер им. Абовяна; 2. Кольцевой парк (ул. 
Ханджяна); 3. Парк около озера в Эребуни; 4. Парк им. Комитаса (пр. Аршакуняц); 
5.Сквер на ул.Арин-берд (около НПО Наирит); 6. Сквер на ул.Раффи (Юго-западный 
массив); 7. Сквер на ул. Т. Петросяна (Давиташен); 8. Парк Арабкир (пр. Комитаса); 
9. Парк на пр. Гая (Нор Норк). 
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Результаты и обсуждение 
К основным видимым изменениям у растений, произрастающих на городских 

территориях, можно отнести: количественные изменения их морфо-физиологических 
признаков, появление различных деформаций органов, общее снижение продуктив-
ности, изменение окраски листьев в результате хлороза, некроза и других причин, 
раннее пожелтение и опадение листьев, замедление или ускорение развития. При 
этом наиболее заметно эти изменения проявляются у чувствительных к загрязнению 
видов растений, тогда как у устойчивых видов видимых признаков может и не 
наблюдаться 1, 12, 8.  

  Наши фенологические исследования показали, что в июне только в одной из 
исследуемых точек города - Сквер около НПО Наирит (ул. Арин-Берд), деревья 
платана оценивались как сильно ослабленные: наблюдались изменение окраски 
листьев в результате хлороза и некроза, пожелтение листьев, наличие сухих веток. В 
конце сентября во всех изученных точках состояние деревьев этого вида заметно 
ухудшилось, видны были признаки раннего окончания вегетационного периода: 
пожелтение и опадение листьев, замедление роста, сильное разрежение кроны, 
ранний листопад, увеличение количества сухих ветвей. 

Иная картина наблюдалась в случае ясеня: как в начале, так и в конце вегетации 
деревья этого вида находились в хорошем состоянии во всех исследуемых точках, за 
исключением двух: в центре (парк им Комитаса, ул. Аршакуняц) и северо-восточной 
(Нор Норк, пр. Гая) частей города, где в июне некоторые деревья были ослаблены и 
поражены вредителями. Надо отметить, что некрозы, уменьшение прироста, усыха-
ние ветвей и т.д. являются следствием нарушения комплекса физиологических 
процессов. Исходя из проведенной нами оценки состояния можно было прийти к 
предварительному выводу о том, что из двух исследуемых видов ясень обыкновен-
ный является наиболее устойчивым видом к факторам среды города. 

Показателем активности синтетических процессов служит содержание белков и 
азота в листьях, поскольку последний является одним из необходимых макроэле-
ментов для жизни растений: входит в состав всех белков (содержание его колеблется 
от 15 до 19%) нуклеиновых кислот, аминокислот, хлорофилла, ферментов, многих 
витаминов, липоидов и других органических соединений, образующихся в растениях. 
Общее содержание азота в растении составляет 0,2-5 % и более массы воздушно-
сухого вещества 11.  

 

 
Рис. 1. Сезонная динамика концентраций азота в листьях ясеня. 
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Исследование сезонной динамики азота в листьях исследуемых деревьев выя-
вило четкую тенденцию к снижению содержаний элемента к концу вегетации, что 
вполне закономерно. Средние концентрации азота в листьях ясеня уменьшились на 
12%, а платана - на 14 %. Только в южной, промышленной зоне города (точка 5) в 
листьях платана и в двух случаях (точки 4 и 9) в листьях ясеня в центре и северо-
восточной частях города содержание азота было выше в сентябре. Максимальные 
концентрации азота в июне в листьях платана составляли 1.7-1.8%, а ясеня - 1.56-
1.7% на сухое вещество. Они были обнаружены в растениях Кольцевого парка (т. 2), 
скверов на улице Раффи (т. 6) и в Давиташене (т. 7) (рис.1,2).  

 

 
Рис. 2. Сезонная динамика концентраций азота в листьях платана. 

 
Наиболее активный синтез белка обнаружен в листьях обеих изученных видов в 

июне. Значения среднего содержания суммарного белка в листьях ясеня были в 
пределах 8.3-9.7, а платана – 7.1-10.2% от веса воздушно-сухой массы. В конце 
вегетации суммарное содержание белков также снижалось, за исключением тех же 
вариантов, как и в случае с общим азотом. 

По всей видимости, такие изменения в азотном обмене связаны с рядом фак-
торов, в том числе и неблагоприятными экологическими условиями среды, которые 
воздействуют на состояние и метаболизм растений. Как было отмечено выше, фено-
логические исследования показали, что в указанных точках растения  были поражены 
вредителями и ослаблены, а на листьях были обнаружены пятна хлороза. Исследо-
вание концентраций токсикантов в растениях изученных участков города позволит 
более детально выявить экологические факторы, влияющие на состояние и жизне-
деятельность растений. 

Сезонные изменения суммарного содержания хлорофиллов а, б и каротиноидов 
в листьях ясеня и платана, произрастающих в 9 точках пробоотбора, представлены на 
рисунках 3 и 4. Как видно (рис. 4), содержание хлорофиллов в листьях ясеня в июне 
колебалось в пределах 214-368 мг/100г сырого образца (в среднем 269), при этом 
высокие показатели обнаружены в точках 1, 2 и 4, а низкие – 3, 5 и 9. 

В этот период концентрация хлорофиллов в листьях платана варьировала 212-
398 мг/100г сырого образца (в среднем 271), минимальный показатель которой также 
был обнаружен в точке 3, т.е. южной части города (Эребуни), хотя деревья в данной 
точке находились в удовлетворительном состоянии. В сентябре у исследуемых 
деревьев происходило снижение хлорофиллов и по точкам пробоотбора достигло у 
ясеня 153-272 (в среднем 197) и платана 169-253 мг/100г сырого образца (в среднем 
210), т.е. среднее содержание хлорофиллов по всем пунктам и срокам измерений у 



 

 79 

обоих деревьев было одинаковым. Из рисунка 3 видно, что в листьях ясеня в 
сентябре снижение содержания хлорофиллов по пунктам происходило равномерно 
(21-33%), тогда как у платана оно варьировало в больших пределах (4-44%), более 
того, в 9-ом пункте изменений вовсе не наблюдалось. 

 

 
 

Рис. 3. Сезонные изменения содержания хлорофиллов в листьях  
ясеня и платана по точкам пробоотбора 

 
Содержание каротиноидов в листьях исследуемых деревьев существенно 

менялось как по фазам, так и точкам пробоотбора (рис. 4): в июне оно в листьях 
ясеня варьировало в пределах 109-172, а в сентябре – 83-132 мг/100г сырого образца, 
тот же показатель платана в двух сроках, соответственно, составил 83-149 и 70-146 
мг/100г сырого образца. Первая диаграмма рисунка 4 показывает, что у ясеня содер-
жание каротиноидов в сентябре, по сравнению с июнем, в 7 точках уменьшилось (от 
4 до 24%), в одной вовсе не менялось (т. 7), а в точке 3, наоборот, увеличилось на 
11%. У платана наблюдалась несколько иная картина: в 4-х точках каротиноиды 
увеличились на 22-77%, в одной (т. 8) происходило заметное снижение (36%), а в 
остальных – их содержание почти не менялось. 

 
 

 
Рис. 4. Сезонные изменения содержания каротиноидов в листьях  

ясеня и платана по точкам пробоотбора 
 
Заключение. Таким образом, исследование сезонной динамики азотав листьях 

обеих исследуемых деревьев выявило тенденцию к снижению содержаний элемента 
и суммарного содержания белков к концу вегетации. Исключение составляли 
значения азота в листьях растений в южной, центральной  и северо-восточной частях 
города, где растения  были поражены вредителями и ослаблены, а на листьях были 
обнаружены пятна хлороза. По всей видимости, такие изменения в азотном обмене 
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связаны с рядом факторов, в том числе и неблагоприятными экологическими усло-
виями среды, которые воздействуют на состояние и метаболизм растений. 

Установлено, что содержание хлорофиллов в листьях деревьев ясеня и платана в 
конце вегетационного периода (сентябрь) заметно снизилось. Изменения в 
содержании хлорофиллов наблюдались по разным местам произрастания деревьев, 
хотя статистическая обработка данных, полученных по 9-ти пунктам пробоотбора, 
установила, что исследуемые виды в июне и сентябре существенно не различались по 
среднему содержанию хлорофиллов. Содержание каротиноидов заметно менялось по 
пунктам и фазам вегетации растений, однако эти колебания, особенно у платана, 
носили незакономерный характер. Обобщая полученные данные можно сказать, что в 
конце вегетации исследуемых деревьев происходит более заметное снижение 
содержания хлорофиллов, чем каротиноидов, что очевидно связано с повышением 
роли желтых пигментов в фотосинтетической реакциях растений в данный период. 

Результаты нашего исследования свидетельствуют о том, что содержание 
исследуемых физиолого-биохимических показателей в растениях зависит от фазы 
вегетации, состояния и экологической устойчивости видов к условиям места произ-
растания. Дальнейшее исследование концентраций токсикантов в растениях изу-
ченных участков города позволит более детально выявить экологические факторы, 
влияющие на состояние и жизнедеятельность растений. 
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В настоящее время большое внимание уделяется вопросам санитарно-микробиоло-

гического качества пищевых продуктов, что прежде всего обусловлено значительным ростом 
заболеваний во многих странах, связанных с употреблением пищевых продуктов, контамини-
рованных различными микроорганизмами, что не только снижает их пищевую и биологи-
ческую ценность, делая невозможным использование в питании, но и является довольно 
серьезной проблемой с точки зрения заражения людей. Кроме изменений органолептических 
свойств продукта, микроорганизмы приводят к накоплению токсических веществ, которые 
могут привести к пищевым токсикозам. 

чувствительность, антибиотики, молочные продукты. 
 
Ð»ï³½áïí»É ¿ 58 Ù³Ýñ¿Ý»ñÇ ½·³ÛáõÝáõÃÛáõÝÁ É³ÛÝáñ»Ý û·ï³·áñÍíáÕ Ñ³Ï³μÇáïÇÏÝ»ñÇ 

ÝÏ³ïÙ³Ùμ, áñáÝóÇó 75.9% å³ïÏ³ÝáõÙ ¿ÇÝ Escherichia coli-ÇÝ, 13.8% Staphylococcus epidermidis-ÇÝ, 
5.2% Staphylococcus aureus-ÇÝ, 5.2% - Pseudomonas aeruginosa-ÇÝ£ Ð»ï³½áïáõÃÛ³Ý ³ñ¹ÛáõÝùÝ»ñÁ óáõÛó 
»Ý ïí»É, áñ Ù³Ýñ¿Ý»ñÁ μ³ñÓñ ½·³ÛÝáõÃÛáõÝ »Ý óáõó³μ»ñ»É Ï³ñμ»å»Ý»ÙÝ»ñÇ ÝÏ³ïÙ³Ùμª 100% 
ÇÙÇå»Ý»ÙÇ, Ù»ñáå»Ý»ÙÇ, 86.7% ó»ý»åÇÙÇ; ýïáñËÇÝáÉáÝÝ»ñÇª 100% ÙáÏëÇýÉáÏë³óÇÝÇ, 92.9% 
ûýÉáÏë³óÇÝÇ, 85.7% óÇåñáýÉáÏ³óÇÝÇ, 83.3% ÝáñýÉáÏë³óÇÝÇ, Ý³ÉÇ¹ÇÏë³ÃÃíÇ 73.3%; ³ÙÇÝá·ÉÇÏá-
½Ç¹Ý»ñÇª 92.5% ·»Ýï³ÙÇóÇÝÇ, 88.7% ³ÙÇÏ³óÇÝÇ; μ»ï³-É³Ïï³ÙÝ»ñÇª 94.4% Ï³ñμ»ÝÇóÇÉÇÝÇ, 
89.5% ó»ýáå»ñ³½áÝÇ, 50.0% ó»ýï³½Ç¹ÇÙÇ; 80.0% É¢áÙÇó»ïÇÝÇ ÝÏ³ïÙ³Ùμ: Ð»ï³½áïí³Í Ù³Ý-
ñ¿Ý»ñÁ Ï³ÛáõÝ ¿ÇÝ μ»ï³-É³Ïï³ÙÝ»ñÇª 100% ó»ýïñÇ³ÏëáÝÇ, 92.1% ûÏë³óÇÉÇÝÇ, 90.3% ó»ýáõ-
ñáÏëÇÙÇ, 81.25% ó»ý³ÉáïÇÝÇ, 73.1% ³áõ·Ù»ÝïÇÝÇ, 68.97% ó»ý³½áÉÇÝÇ, 50.0% ó»ýï³½Ç¹ÇÙÇ 
ÝÏ³ïÙ³Ùμ; ³ÙÇÝ³·ÉÇÏá½Ç¹Ý»ñÇª 88.9% ³½ÇïñáÙÇóÇÝÇ, 84.2% ëïñ»åïáÙÇóÇÝÇ, 75.0% ÏÉ³ñÇïñá-
ÙÇóÇÝÇ ÝÏ³ïÙ³Ùμ: Þï³ÙÝ»ñÇ 98.3%-Á åáÉÇé»½Çëï»Ýï »Ý ¢ Ï³ÛáõÝáõÃÛáõÝ »Ý óáõó³μ»ñ»É 2-14 
Ñ³Ï³μÇáïÇÏÝ»ñÇ ÝÏ³ïÙ³Ùμ: 

Ù³Ýñ¿Ý»ñ, Ñ³Ï³μÇáïÇÏÝ»ñ, ½·³ÛÝáõÃÛáõÝ, Ï³ÃÝ³ÙÃ»ñù 
 
In the Republic of Armenia there has been investigated the sensitivity of 58 microorganisms 

(75.9% -44 strains of Escherichia coli, 13.8 %-8 strains of Staphylococcus epidermidis,  5.2%-3 
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strains of Staphylococcus aureus , 5.2%- 3 strains of Pseudomonas aeruginosa) towards widely used 
antibiotics. Investigation results revealed high sensitivity of bacteria towards meropenem, imipenem 
(100%), cefepime (86.7%), moxifloxacin (100%), ofloxacin (92.9%), ciprofloxacin (85.7%), 
norfloxacin (83.3%), nalidixic acid (73.3%), levomycetin (80.0%), gentamicin (92.5%), amikacin 
(88.7%); carbenicillin (94.4%), cefoperazone (89.5%), ceftazidime (50.0%), levomycetin  (80.0%). 
Investigated bacteria were resistant towards beta-lactams: ceftriaxone (100%), oxacilline (92.1%), 
cefuroxime (90.3%) cephalotine (81.25%), augmentin (73.1%), cefazolin (68.9%), (50.0%) 
ceftazidime (50.0%), azithromycin (88.9%), streptomycin (84.2%), clarithromycin (75.0%).  98.3% 
(57 out of 58) of strains were poly-resistant towards 2-14 antibiotics. 

microorganisms, sensitivity, antibiotics, dairy products. 
Залогом крепкого здоровья и хорошего самочувствия в любом возрасте является 

соблюдение принципов правильного питания. Важно не только соблюдать режим, 
исключать из рациона вредную пищу, но и не забывать об употреблении полезных и 
разнообразных продуктов. 

Пищевые продукты должны удовлетворять физиологическим потребностям 
человека в необходимых для организма веществах и энергии, отвечать не только 
предъявляемым к ним требованиям безопасности, установленным нормативными 
документами (с января 2016 года техническими регламентами Таможенного союза) 
по микробиологическим показателям и предельно допустимым концентрациям 
химических, радиоактивных, биологических веществ и их соединений, представ-
ляющих опасность для здоровья [8]. Кроме этого, для каждого типа продуктов су-
ществуют органолептические и физико-химические покзатели соответствия нормам, 
установленным производителями (технические условия). 

Кисломолочные продукты, являясь обязательным составляющим правильного 
здорового питания, благоприятно влияют на пищеварительную систему, повышают 
иммунитет, защищают организм от инфекций, насыщают организм витаминами и 
микроэлементами [9]. 

Известно, что постоянную микрофлору кишечника человека составляют гене-
тически различные клоны популяций кишечной палочки, состав которых у разных 
людей различен. Для внедрения в популяцию нового штамма необходимо, чтобы он 
был представлен значительным числом клеток. Считается, что для этого необходимо 
по крайней мере 106 клеток, что возможно при использовании сильно обсемененных 
пищепродуктов. В практике здравоохранения и животноводства в результате воз-
действия антибиотиков чувствительные микроорганизмы погибают, а резистентные 
сохраняются. 

Приобретенная резистентность закрепляется и передается по наследству 
последующим генерациям бактерий. Примером являются эшерихии, которые служат 
постоянным резервуаром плазмид резистентности в организме человека. На совре-
менном этапе возникновение и циркуляция полирезистентных штаммов микроорга-
низмов представляет большую проблему, которая опасна в отношении возникно-
вения вспышечной заболеваемости не только в Республике Армения, но и во многих 
развитых и развивающихся странах. 

Цели и задачи исследования. Одними из широко потребляемых населением 
продуктов являются - молочные продукты. С целью выяснения роли молочных про-
дуктов как источников  антибиотикорезистентных микроорганизмов, изучена чувст-
вительность последних к широко применяемым на практике здравоохранения ан-
тибиотикам. 
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Материалы и методы 
Материалом для микробиологических исследований послужили поступившие на 

экспертизу пищевые продукты (творог, сметана, масло, сыр, детская молочная 
смесь). Бактериологическое исследование материала, выделение чистой культуры и 
идентификация микроорганизмов, производились в сооветствии с методиками 
определения каждой группы микроорганизмов отдельно, согласно действующим в 
Республике Армения нормативным документам [1-3,7,8]. Для идентификации выде-
ленных микроорганизмов производили бактериоскопию выросших колоний, пред-
варительно окрасив мазки по методу Грама. 

Антибиотикочувствительность исследованных штаммов микроорганизмов про-
верялась по отношению к широко применяемым на практике антибиотикам: фтор-
хинолонам (ципрофлоксацину, моксифлоксацину, офлоксацину, норфлоксацину, 
налидиксовой кислоте); карбопенемам (меропенему, имипенему, цефепиму); бета-
лактамам (оксациллину, аугментину, амоксициллину, карбенициллину, цефтазидину, 
цефтриаксону, цефалексину, цефазолину, цефалотину, цефуроксиму, цефоперазону, 
ампициллин-сульфбактаму); аминогликозидам (амикацину, гентамицину, ванкоми-
цину, стрептомицину, клиндамицину, азитромицину); тетрациклинам (тетрациклину, 
доксициклину); препаратам нитрофуранового ряда (фурадонину, триметопримсуль-
фаметоксазолу). 

Чувствительность определялась диско-диффузионным методом на твердой 
питательной среде посевом суточных бульонных культур микроорганизмов. Резуль-
таты оценивались по диаметру зоны задержки роста микроорганизмов к антибак-
териальным препаратам [5].  

Чувствительность к 0,1% раствору хлорамина осуществлялась методом обезза-
раживания батистовых тест-объектов, обсемененных суспензией указанных микроор-
ганизмов, содержащей в 1 мл 2 млрд. микробных клеток, в экспозициях 5, 10, 15, 20, 
25, 30 минут [5]. 

 
Результаты 
При бактериологическом исследовании различных пищевых продуктов  выде-

лены и изучена антибиотикочувствительность 58 штаммов микроорганизмов, из 
которых 75.9% (44 штамма) принадлежали к Escherichia coli, 13.8% (8 штаммoв) - 
Staphylococcus epidermidis, 5.2% (3-штамма) - Staphylococcus aureus, 5.2% (3- 
штамма) - Pseudomonas aeruginosa. 

Из 44 штаммов Escherichia coli 45.5% (20 штаммов) выделены из творога, 27.3% 
(12 штаммов) - сметаны, 15.9% (7 штаммов) - масла, 11.4% (5 штаммов) - сыра. Из 8-
ми штаммов Staphylococcus epidermidis 5 выделены из творога, 2 -  сыра, 1 - сметаны. 
3 штамма Staphylococcus aureus выделены из детской молочной смеси, творога и 
сыра. 3 штамма Pseudomonas aeruginosa выделены: два - из масла, один - из сыра. При 
экспертизе пищевых продуктов присутствие колиформ (в частности Escherichia coli) 
в основном было отмечено в массе продукта значительно малой, чем масса продукта, 
в которой по ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции» и ТР ТС 
033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции» их присутствие не раз-
решается [3,7]. Известно, что чем меньше титр кишечной палочки, тем выше загряз-
ненность пищевого продукта, тем хуже санитарно-гигиеническое состояние и тем 
больше оснований опасаться, что на нем могут быть и болезнетворные микроор-
ганизмы. 

Изучение антибиотикочувствительности 58 штаммов микроорганизмов, выде-
ленных из молочных продуктов показало, что они чувствительны к аминогликози-
дам: 92.5, 88.7, 83.3% к гентамицину, амикацину, тобрамицину, соответственно; 
фторхинолонам: 100, 92.9, 85.7, 83.3, 73.3% к моксифлоксацину, офлоксацину, цип-
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рофлоксацину, норфлоксацину, налидиксовой кислоте, соотвественно; бета-лак-
тамов: 94.4, 89.5% к карбенициллину, цефоперазону, соответственно; карбопенемов: 
100% имипенему, меропенему, 86.7% цефепиму; хлорамфениколу - 80.0% лево-
мицетину; 76.7% тетрациклину; к препаратам нитрофуранового ряда: фурадонину, 
триметопримсульфаметоксазолу 78.9%, 52.4%, соответственно. 

Выделенные микроорганизмы резистентны к аминогликозидам: 88.9, 84.2, 75.0, 
58.8% к азитромицину, стрептомицину, кларитромицину, ванкомицину, соответст-
венно; бета-лактамам: 100, 92.1, 90.3, 81.25, 76.9, 73.1, 68.97, 63.6, 53.3, 50.0% к 
цефтриаксону, оксациллину, цефуроксиму, цефалотину, ампициллин-сульфбактаму, 
аугментину, цефазолину, цефотаксиму, цефалексину, цефтазидиму, соответственно; 
67.9% к доксициклину.                                                                                                    

 

 
 
Основная часть выделенных и изученных микроорганизмов - 75.9% относились 

к Escherichia coli. Подобная картина чувствительности/резистентности наблюдается и 
у штаммов Escherichia coli. 

Изучение антибиотикочувствительности выделенных штаммов микроорганиз-
мов показало, что 98.3% (57 из 58 штаммов) были полирезистентными. Анализ поли-
резистентности этих штаммов показал, что они проявили одновременную устой-
чивость к действию от 2 до 14 антибиотиков, причем к 2 антибиотикам были поли-
резистентны 6.9% (4 штамма), к 3-м – 10.3% (6 штаммов), к 4-м – 3.4% (2 штамма), 5-
ти – 17.2% (10 штаммов), к 6-ти – 18.9% (11 штаммов), к 7-ми – 25.9% (15 штаммов), 
к 8-ми – 10.3% (6 штаммов), к 9-ти, 11-ти, 14-ти – 1,7% (по 1 штамму). 

Маркерами резистентности этих штаммов являлись – цефтриаксон, оксациллин, 
цефуроксим, азитромицин, стрептомицин, цефалотин, ампициллин-сульфбактам, кла-
ритромицин, аугментин, цефазолин, доксициклин, цефотаксим, ванкомицин, цефа-
лексин. Подобная картина резистентности/чувствительности микроорганизмов к ан-
тибактериальным препаратам наблюдается и у штаммов микроорганизмов, выделен-
ных у людей в Республике Армения [9]. 

Одновременно вместе с антибиотикочувствительностью была изучена и чувст-
вительность к 0,1% раствору хлорамина 19 штаммов патогенных и условно-пато-
генных микроорганизмов (Escherichia coli - 14 штаммов, Staphylococcus epidermidis - 
3 штамма, Staphylococcus aureus - 2 штамма), выделенных из творога (16 штаммов), 
сметаны (2 штамма), сыра (1 штамм). Из этих штаммов микроорганизмов - 84,2% (14 
штаммов) были чувствительны, 10.2% (2 штамма - по одному штамму Escherichia coli 
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и Staphylococcus epidermidis) обладали средней устойчивостью, 5.3% (1 штамм 
Escherichia coli)  устойчивостью к 0.1% раствору хлорамина. Все три последние 
штаммы выделены из творога. 

Таким образом, широкая циркуляция полирезистентных к антибиотикам и 
обладающих средней устойчивостью и устойчивостью к дезинфектантам (в частнос-
ти к 0.1% раствору хлорамина) микроорганизмов может привести к осложнению 
эпидемической ситуации в республике. Осуществление целенаправленного бактерио-
логического контроля пищевых продуктов и перерабатывающих их предприятий 
является необходимым звеном в снижении количества экзогенно поступающих в 
организм резистентных штаммов микроорганизмов и является частью программы 
«Глобальной стратегии ВОЗ по сдерживанию устойчивости к противомикробным 
препаратам» [4]. Меры по ограничению распространения лекарственно-устойчивых 
микроорганизмов должны быть направлены как на предупреждение формирования 
резистентных популяций, так и на подавление уже сформировавшихся популяций.   
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Доза, являясь результатом взаимодействия двух параметров энергии (обусловленной 

агентами) и времени (D=E*T), как инструмент, обеспечивает получение результатов, анализ 
которых методом диалектики “причина и следствие” выявляет ряд закономерностей: дискрет-
ность, непрерывность, гомогенность, гетерогенность, относительность, чередование, скачкооб-
разность, спонтанность и корреляционная взаимосвязь между генотипом и фенотипом у орга-
низмов in vivo, которые являются достаточными и необходимыми факторами, чтобы утверж-
дать «квантовую теорию» механизма биологического процесса. 
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Анализ моделированных результатов по методу “причина и следствие” – ряд законо-
мерностей – квантовая теория как механизм биологического процесса 

 
¸á½³Ý Ñ³Ý¹Çë³Ý³Éáí »ñÏáõ å³ñ³Ù»ïñÝ»ñÇ ¿Ý»ñ·Ç³ÛÇ (å³ÛÙ³Ý³íáñí³Í ³·»ÝïÝ»ñáí), ¢ 

Å³Ù³Ý³ÏÇ ÷áË³½¹»óáõÃÛ³Ý ³ñ¹ÛáõÝù (D=Э*Т), áñå»ë áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛ³Ý ·áñÍÇù, Ç Ñ³Ûï ¿ μ»ñ»É 
Ï»Ýë³μ³Ý³Ï³Ý åñáó»ëÝ»ñÇ ÙÇ ß³ñù μÝáõÃ³·ñáÕ ûñÇÝ³ã³÷áõÃÛáõÝÝ»ñ. ÁÝ¹Ñ³ïáõÃÛáõÝ, ³ÝÁÝ¹-
Ñ³ïáõÃÛáõÝ, Ñ³Ù³ë»éáõÃÛáõÝ, áãÑ³Ù³ë»éáõÃÛáõÝ, Ñ³ñ³μ»ñ³Ï³ÝáõÃÛáõÝ, Ñ³çáñ¹³Ï³ÝáõÃÛáõÝ, ÃéÇã-
ù³Ó¢áõÃÛáõÝ, ëåáÝï³ÝáõÃÛáõÝ, ¢ Ïáéé»É³óÇáÝ áõÕÕ³ÏÇ Ï³å ·»ÝáïÇåÇ ¢ ý»ÝáïÇåÇ ÙÇç¢ 
Ï»Ýë³μ³Ý³Ï³Ý åñáó»ëÝ»ñáõÙ in vivo, áñáÝù μ³í³ñ³ñ ¢ ³ÝÑñ³Å»ßï å³ÛÙ³Ý »Ý Ñ³ëï³ï»Éáõ 
Ï»Ýë³μ³Ý³Ï³Ý åñáó»ëÝ»ñÇ Ù»Ë³ÝÇ½ÙÇ §ùí³Ýï³ÛÇÝ ï»ëáõÃÛáõÝÁ¦ Áëï Þñ»¹ÇÝ·»ñÇ (15). 

Øá¹»É³íáñí³Í ³ñ¹ÛáõÝùÝ»ñÇ ³Ý³ÉÇ½ – §å³ï×³é ¢ Ñ»ï¢³Ýù¦ ûñ»Ýùáí – ÙÇ ß³ñù ûñÇ-
Ý³ã³÷áõÃÛáõÝÝ»ñ – ùí³Ýï³ÛÇÝ ï»ëáõÃÛáõÝ, áñå»ë Ï»Ýë³μ³Ý³Ï³Ý åñáó»ëÝ»ñÇ Ù»Ë³ÝÇ½Ù 

 
Dosage, being result of interaction of two parameters – Energy (conditioned by agents) and 

Time (D (dosage) = E (energy) x T (time), as instrument brings about results, analysis of which 
according to the method of dialectics “cause and consequence” reveal a number of patterns: 
discreetness, continuity, homogeneity, heterogeneity,  relativity, discontinuity, abruptness, 
spontaneity and correlation between genotype and phenotype in the organism in vivo, that 
characterize sufficient and necessary factor to approve the “quantum theory” of Шредингер, (15) that 
the mechanism of the biological process in vivo. 

Analysis of modeled results according to the “cause and consequence” -- a number of 
patterns – quantum theory as a mechanism of biological process 

 
Большое количество результатов, полученных многими исследователями и на-

ми, дали возможность моделировать эти результаты, чтобы проводить анализ сог-
ласно методу диалектики «причина ↔ следствие». 

Разнообразность многочисленных агентов – как инструмент изучения биологи-
ческих процессов in vivo, подвергались анализу. В результате получилось, что эти 
агенты разной природы (физические, химические, биологические и т.д.) обладают 
единым, общим вектором действия – энергией (Э), как параметр, взаимодействуя с 
параметром времени (Т), определяет понятие дозы (Д=ЭТ) и эта доза вызывает био-
логический процесс  in vivo при двух формах обработки 1) Э=cost f(t) и 2) T=cost f 
(Э).  

Изучая биологический процесс полной кинетикой (min-max-min) in vivo методом 
«доза-эффект» выявили закономерности: дискретность, непрерывность, гомоген-
ность, гетерогенность, относительность, чередование, скачкообразность и спонтан-
ность, характеризующие биологические процессы in vivo и дозу, вызывающую этот 
процесс in vivo у организма. Кроме того, эти закономер-ности обеспечивают взаи-
мосвязь между процессами, происходящими в организме и между организмами in 
vivo, корреляционную взаимосвязь между процессами генотипа и фенотипа, проис-
ходящими в организме и процессами морфологических изменений у этого же ор-
ганизма in vivo. Явление корреляции и эти закономерности, характеризующие дозу и 
биологические процессы, являются достаточным и необходимым фактором, чтобы 
утверждать «квантовую теорию» Шредингера, (15), что механизм биологического 
процесса in vivo имеет физическую природу, который осуществляется переходом 
кванта в биологическом материале.  

Веками и до наших дней проводили и проводят исследования биологических 
процессов (мутации, морфологические изменения, физиологические и т.д.) у разных 
организмов, начиная с микроорганизмов, кончая высшими in vivo, используя как 
инструмент изучения агентов разной природы (физические, химические, биологич-
еские и т.д.) с дозовой зависимостью (2, 4, 8, 23). Однако, в основном, анализ ре-
зультатов, полученных в этих работах, является неполноценными недостоверным из-
за отсутствия  изучения биологического процесса в целом (полной кинетикой min-
max-min значениями частот) не соответственно законам диалектики. 
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Следовательно, выводы, сделанные анализом этих результатов, являются непол-
ноценными и недостоверными (6,11,24). И поэтому, увеличение числа таких работ 
год за годом приводит к возрастанию многочисленных проблем в биологии, в меди-
цине, в сельском хозяйстве и т.д. (4). Известно, что решение этих проблем в 
основном обусловлено выявлением сущности механизма биологического процесса 
(Inge-Vechtomov, 2005), и поэтому, надо обратить внимание на другой механизм, так, 
например, «квантовая теория», которая была выдвинута Э. Шредингером в 1947 году, 
в чем не сомневались и другие исследователи (10,11,13,24). 

Решение этих проблем в основном связано с использованием методологических 
аспектов согласно законам диалектики, которыми являются моделирование резуль-
татов и анализ этих результатов методом «причина и следствия» (5,14). 

Имея ввиду это, проводим изменения, при которых условиями являлись следую-
щими: 

1. Методом изучения выбрали «доза-эффект»; 
2. Как инструмент изучения использовали агенты разной природы (физи-

ческие, химические и т.д.); 
3. Тест-объектом изучения служил, в основном, микроорганизм, у которого 

можно было изучать как биологические процессы (мутационные), проис-
ходящие внутри  организма, так и процессы морфологических изменений 
клеток, в норме имеющихся гомогенную форму по морфологии (фото 1); 

4. Вызывать процесс полной кинетикой, т.е. процесс min-max-min значениями 
частот (рис. 1); 

5. Использовать у организма in vivo метод моделирования результатов, полу-
ченных нами  и другими исследователями, чтобы анализировать их соглас-
но методу «причина↔следствие». 

I. До начала экспериментальной работы обратим внимание на действие разно-
образных агентов (физический, химический), их концентрации, интенсивности облу-
чения.  Поскольку разные по природе агенты, их концентрации (С) и интенсивности 
облучения (I)  вызывают тот же биологический процесс у организма in vivo, то они 
обладают единым вектором действия, которым может являться только энергия. 
Следовательно, она при излучении используется как общий вектор действия. (Эс, ЭI). 

II. Чтобы получить биологический процесс полной кинетикой (min-max-min) 
значениями частот, эксперименты проводили методом «доза-эффект» с двумя фор-
мами обработки (рис. 1). 

Биологический процесс полной кинетикой (min-max-min) F0min – F2max- F4min зна-
чениями частот получили (рис 1) действием определенной величины времени 
(T=cost) и интервала энергии [Эс0 – Эс4] или [ЭI0 – ЭI4] интервалом энергии, обус-
ловленными концентрациями (С) или интенсивностями облучeния (I) агентов разной 
природы (химические, физические) т.е. T=cost  и f(Эc) или f(ЭI); 

Биологический процесс полной кинетикой (min-max-min) F0min – F2max–F4min  
значениями частот получили (рис. 1) действиемопределенной величины энергии  
(Э=cost), обусловленной концентрацией (Эc=cost), или интенсивностью (ЭI=cost) и 
интервала времени [t0-t4], т.е. Эc=cost или ЭI=costf(t).  

Полученные результаты показали, что тот же биологический процесс полной 
кинетикой (min-max-min) у организма in vivo  вызывается независимо от формы обра-
ботки, что и свидетельствует о том, что биологический процесс вызывается дейст-
вием единого, общего фактора, которым является результат взаимодействия двух па-
раметров – энергии и времени, что и выражается понятием дозы (Д=ЭТ). 

Это становилось убедительным (рис.2), когда биологический процесс полной 
кинетикой (min-max-min) при двух формах обработки 1) Э=costf(t) и 2)T=costf(Э) 
вызывался равноценными значениями частот Fo=Fo'; F1=F1'; F2=F3=F3'; F4=F4' при 
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действиях, соответствующих дозам Do; D1; D2; D3; D4, которые были обусловлены  
T=costf(Э) или Э=costf(t). 

Это фактические результаты, подтверждая то, что доза является результатом 
двух параметров энергии и времени (Д=ЭТ), подвергались более глубокому анализу 
согласно закону диалектики «причина↔следствие» с двумя направлениями, которое 
позволило выявить закономерности как по отношению к дозам, так и по отношению 
к процессам.  

III. а) Конкретные величины дозы [Do; D1; D2; D3; D4] (рис. 1) вызывая био-
логический процесс конкретными величинами частот (Fo; F1; F2; F3; F4), свиде-
тельствует о том, что как биологический процесс, так и доза имеют дискретный 
характер; 

б) Разные величины доз Do; D1; D2; D3; D4 интервала [Do - D4] (рис.2), вызывая 
один и тот же процесс, являются гомогенными по отношению к данному процессу, а 
по отношению к разным величинам частот этого же процесса являются гетеро-
генными. 

в) Tот же процесс, вызываясь интервалом дозы [Do – D1] по отношению к 
величинам разных доз этого интервала являeтся гомогенным, а по отношению к 
значениям частот этого же процесса, являeтся гетерогенными. 

г) На рис. 1; 2 видно, что биологический процесс полной кинетикой (min-max-
min) в действительности Fo……….F1…………F2………..F3……….F4 значениями час-
тот вызывается непрерывно при действии непрерывных величин доз - 
Do……….D1…………D2………..D3……….D4, что и свидетельствует о том, что как 
доза, так и биологический процесс имеют непрерывный характер, который не может 
подвергаться экспериметальному изучению, a вытекает из логического мышления. 

IV. Особый интерес представляет анализ результатов, полученных при изучении 
биологических процессов полной кинетикой (min-max-min). (например, разные 
биологические процессы А, Б, В), происходящих в том же организме in vivo, который 
дает возможность выявить закономерности взаимосвязи между этими процессами.  

а) На рис 3 видно, что отдельные процессы А; Б; В; полной кинетикой (min-max-
min) в том же организме проходят под действием интервалов доз [о-D1];[o-D2]; [о-D3] 
дискретно. 

б) Непрерывное увеличение числа интервалов доз [о-D1]……o-D2]………..[о-D3] 
приводит к непрерывному увеличению числа вызывающих процессов 
(А…….Б…….В), то есть биологические процессы имеют непрерывный характер.  

в) Разные величины интервалов доз [о-D1] < [o-D2] < [о-D3], вызывая разные 
биологические процессы полной кинетикой (min-max-min) в организме, обеспечи-
вают чередование этих процессов А→Б→В. 

г) Если на рис. 3 обратить внимание на определенную величину дозы (Dо) ближе 
к нулю, при которой вызываются разные биологические процессы А; Б; В, то эти 
процессы одновременно происходят разной величиной частот FА;FБ; FВ. Это значит, 
что доза (Dо) имеет относительный и гетерогенный характер по отношению к этим 
процессам. А эти процессы А; Б; В, в свою очередь, вызываясь под действием опре-
деленной величины доз (Dо), характеризуются гетерогенностью и относительностью. 

На основе этих данных можно сделать вывод, что эти закономерности – диск-
ретность, непрерывность, гетерогенность, гомогенность, относительность и чередо-
вание биологических процессов и дозы обеспечивают взаимосвязь связь между про-
цессами, происходящими в организме. Такими же закономерностями обусловлена 
взаимосвязь между организмами, которые можно выявить изучением определенного 
биологического процесса у разных организмов – А, Б, В (рис.3). 

V. Существенное значение имеет  взаимосвязь взаимодействия двух параметров 
дозы (Д=ЭТ) при вызывании биологического процесса в организме invivo. Параметр 
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дозы – энергия, как общий вектор действия разных агентов (химическая, физическая 
и т.д.) разными концентрациями (с) и интенсивностями облучения (I), имея разные 
величины энергии, можно представить соответственно Эс1> Эс2> Эс3 и ЭI1> ЭI2> ЭI3. 

а) На рис. 4 полученные результаты методом «доза-эффект» показывают, что 
при действии определенных величин параметров – Эс1=cost; Эс2=cost; Эс3=cost и 
ЭI1=cost; ЭI2=cost; ЭI3=cost, которые по величине составляют с одной стороны 
уменьшающийся ряд, а с другой стороны – увеличивающий ряд: 

∞ ← ЭI1 > ЭI2 > ЭI3>……. >Эс1> Эс2> Эс3→0 
вызывают биологический процесс полной кинетикой (min-max-min), изменяя интер-
вал времени [o-t], при котором происходит этот процесс in vivo, с одной стороны с 
увеличением энергии уменьшается интервал времени, а с другой – с уменьшением 
энергии увеличивается интервал времени, т.е, интервал времени происходящего 
процесса обладает скоростью: 

о ← < [o-t1] < [o-t2] < [o-t3] < ….. < [o-t4] < [o-t5] < [o-t6] → ∞. 
Интервал времени стремится к нулю, когдабесконечно увеличивается величина 

энергии (Э→∞), то есть, биологический процесс происходит мгновенно, скачко-
образно, а с другой стороны, интервал времени стремится к бесконечности - [o-t] → 
∞, когда величина энергии принимает  нулевое значение (Э→0), то есть, процесс in 
vivo  происходит спонтанно.  

Эти фактические существующие свойства – скачкообразность и спонтанность, 
происхождения биологического процесса in vivo невозможно подвергать к 
экспериментальному изучению, они вытекают из логического мышления.  

VI.  Исходя из того, что процессы фенотипа и генотипа представляют особый, 
важный интерес в познании сущности механизма биологического процесса, [15], 
проводим изучение процесса морфологического изменения методом «доза-эффект» 
подобно изучению биологического процесса, происходящего в организме in vivo, 
используя те же условия изучения. 

а) под действием дозы вызывали морфологические изменения у микроор-
ганизма, суспензия клеток которого в норме являлась гомогенной (фото 1.) Эти  
клетки под действием дозы изменились, превращаясь в большие круглые (фото 2), 
палочкообразные (фото 3) неделившиеся  клетки.  Каждое из этих изменений проис-
ходит как процесс полной кинетикой (min-max-min) при действии интервала дозы 
[Dо-D4] (рис. 1,2), а при разных изменениях морфологии (а, б, в,) интервалами доз 
соответственно [o-Д1]; [o-Д2]; [o-Д3] (рис. 6). 

Анализ при этом выявил, что процесс морфологического изменения обладает 
теми же закономерностями, что и биологический процесс, происходящий в организ-
ме in vivo: дискретность, непрерывность, гомогенность и гетерогенность, относитель-
ность, скачкообразность, спонтанность и чередование, кроме того,  обеспечивают 
взаимосвязь между процессами морфологических изменений (большие круглые 
клетки – А → палочковидные – Б → неделившиеся клетки – В), обусловленным 
дозой (Д =ЭТ)  (рис. 3). 

VII. Исходя из того, что ключом выявления сущности механизма является взаи-
мосвязь между процессами генотипа и процессами фенотипа [Inge-Vechtomov, S. G.-
2005], нам пришлось изучать ее методом «доза-эффект», строго сохраняя условия 
обработки, при которых происходили мутационный процесси процес с морфологи-
ческого изменения in vivo одновременно. (рис. 5). 

а) Вызывая определенный мутационный процесс (например – мутации по 
аминокислоте leй-→leй+ - А;) и процесс морфологического изменения (образование 
больших круглых клеток - а) полной кинетикой (min-max-min) у микроорганизма in 
vivo (рис. 5), обнаружили, что оба эти процесса полной кинетикой (min-max-min) 
происходят  действием  общего  интервала  дозы  [Д0 – Д2]  (рис. 5),   одновременно,  



 

 90 

 

 
 

параллельно принимая Fminfmin – Fmaxfmax – 
Fminfmin значения частот при дозах соответственно D0 – D1 – D2 этого интервала. Эти 
результаты свидетельствуют, что между биологическим процессом мутации (leй-→ 
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leй+-А), происходящим внутри организма in vivo, и процессом морфологического 
изменения -а у этого же организма существует прямая корреляционная связь. 

б) Глубокое изучение этого явления – корреляции методом «доза-эффект» при 
тех же условиях обработки выявило, что чередующие разные мутационные процессы 
(leй-→leй+ - А; arg-→arg+Б; lys-→lys+- B) (рис. 6) и чередующие процессы морфологи-
ческих изменений (образование больших круглых - а→палочковидных – б→неделив-
шихся клеток-в) проходят одновременно действиями интервалов доз соответственно 
[До-Д1];[До-Д2]; [До-Д3] (рис. 6) у того же организма, при которых мутационный 
процесс – А коррелируется с процессом морфологического изменения - а, мута-
ционный процесс – Б с процессом морфологического изменения – б, мутационный 
процесс - В с процессом морфологического изменения – в, одновременно принимая 
min-max-min значения частот у того же организма in vivo. Констатируя результаты, 
полученные анализом согласно закону диалектики «причина ↔ следствие», 
получаем: энергия (Э) как единый вектор характеризует все агенты разной природы, 
разные концентрации и интенсивности облучения, отличающиеся по величине, 
которая является одним из параметров действия дозы (Д=ЭТ). А доза, в свою 
очередь, является результатом взаимодействия двух параметров энергии и времени 
(Д=ЭТ), с помощью которой обнаружен ряд закономерностей, характеризующих как 
дозу, так и биологический процесс: дискретность, непрерывность, гомогенность, 
гетерогенность, относительность, чередование, скачкообразность и спонтанность, и 
явление корреляции как взаимосвязь  между процессом генотипа, происходящим в 
организме и процессом фенотипа (морфологического изменения)invivo. Эти все 
являются необходимыми и достаточными  условиями для утверждения «квантовой 
теории» (15), что механизм биологического процесса in vivo, имея физическую 
природу, из себя представляет квантовый переход в биологическом материале in vivo. 
Эта «квантовая теория» незаметно развивалась (13) и развивается  до наших дней  
(10, 22, 17, 18, 20, 21,22) без доказательства результатов исследования биологических 
процессов in vivo. 

Есть надежда, что такой механизм биологического процесса со своими зако-
номерностями подвергся более глубокому изучению, приводит к направленному 
решению возникающих проблем в биологии, медицине, сельском хозяйстве и т.д. 
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The significant elevation of adenosine deaminase activity in synovial fluids of patients at 
different joint disorders was observed. It was shown that the enzyme level can be used as a 
statistically significant, specific and sensitive biochemical marker for distinguishing the rheumatoid 
and osteoarthritis. Moreover, it appeared that in the case of rheumatoid arthritisthe elevation of the 
enzyme activity in synovial fluidtakes place mainly via increasing of small-molecular adenosine 
deaminase. In the cases of ankylosing spondylitis, reactive arthritis, gout and juvenile idiopathic 
arthritisthis regularity was not registered. 

Adenosine deaminase– arthritis– synovial fluid–biochemical marker 
 

Ðá¹»ñÇ ³Ëï³μ³Ý³Ï³Ý  Ë³Ý·³ñáõÙÝ»ñáí ÑÇí³Ý¹áõÃÛáõÝ Ý»ñÇëÇÝáíÇ³É Ñ»ÕáõÏáõÙ 
·ñ³Ýóí»É ¿ ³¹»Ýá½ÇÝ ¹»³ÙÇÝ³½ 1-Ç ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ½·³ÉÇ μ³ñÓñ³óáõÙ: òáõÛó ¿ ïñí»É, áñ ý»ñÙ»ÝïÇ 
³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ Ï³ñáÕ ¿ û·ï³·áñÍí»É ûëï»á- ¢ é¢Ù³ïáÇ¹³ÛÇÝ ³ñÃñÇïÝ»ñÇ ï³ñμ»ñ³ÏÙ³Ý 
íÇ×³Ï³·ñáñ»Ý ½·³ÉÇ, ëå»óÇýÇÏ ¢ ½·³ÛáõÝ Ï»Ýë³ùÇÙÇ³Ï³Ý óáõó³ÝÇß: ä³ñ½í»É ¿, áñ é¢Ù³ïáÇ¹³-
ÛÇÝ ³ñÃñÇïÇ ¹»åùáõÙ ëÇÝáíÇ³É Ñ»ÕáõÏáõÙ ý»ñÙ»ÝïÇ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ μ³ñÓñ³ÝáõÙ ¿ ý»ñÙ»ÝïÇ 
ó³Íñ³ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ Ó¢Ç ³×Ç Ñ³ßíÇÝ, áñÁ ãÇ ·ñ³Ýóí»É ³ÝÏÇÉá½³óÝáÕ ëåáÝ¹ÇÉá³ñÃñÇïÇ, é»³ÏïÇí 
³ñÃñÇïÇ, Ñá¹³ï³åÇ (åá¹³·ñ³) ¢ å³ï³Ý»Ï³ÝÇ ¹Çáå³ÃÇÏ ³ñÃñÇïÝ»ñÇ ¹»åùáõÙ: 



 

 93 

²¹»Ýá½ÇÝ ¹»³ÙÇÝ³½ - ³ñÃñÇïÝ»ñ –ëÇÝáíÇ³É Ñ»ÕáõÏ –Ï»Ýë³ùÇÙÇ³Ï³Ý Ù³ñÏ»ñ 
 

Наблюдалось значительное повышение активности аденозин дезаминазы 1в синовиаль-
ной жидкости больных при различных суставных заболеваниях. Было показано, что уровень 
активности фермента может быть использован в качестве статистически значимого, специфи-
ческого и чувствительного биохимического маркера для различения остео- и ревматоидного 
артритов. Оказалось, что в случае ревматоидного артрита повышение активности фермента в 
синовиальной жидкости происходит главным образом за счет увеличения низкомолекулярной 
аденозин дезаминазы. В случаях анкилозирующего спондилоартрита, реактивного артрита, 
подагры и ювенильного идиопатического артрита эта закономерность не регистрируется. 

Aденозин дезаминаз–артриты–синовиальная жидкость–биохимический маркер 
 

Arthritis is one of the common causes of people’s disability in the world. More than 54.4 
million adults have doctor-diagnosed arthritis, and by the year 2040 this number of US 
adults is expected to be 78 million. There are 100 different forms of arthritis. Inflammatory 
joint diseases are heterogeneous group of disorders afflicting not only joint tissues but often 
multiple organs in the body. The group of the joints disorders includes rheumatoid arthritis (RA), 
osteoarthritis (OA),ankylosingspondylitis, reactive arthritis (ReA), psoriatic arthritis, juvenile 
idiopathic arthritis (JIA), etc. According to the studies of European and North American 
populations, among these diseases RA is the most common, affecting 0.5–1% of the 
population. It is a chronic, progressive and disabling autoimmune disease that causes 
inflammation in the joints, the tissue around the joints, and other organs in the human body 
[14]. RA results in swollen and painful joints.It ischaracterized by extracellular matrix 
degradation, destruction and loss of function of joint cartilage. OAis degenerative joint 
disorder which results in pain and deformity, ultimately leading to chronic disability. It is 
becoming a significant medical and financial burden in a world.  Optimal management 
requires early diagnosis and awareness of the risk factors affected the prognosis. 

Currently, diagnosis of inflammatory diseases of the joints is carried out on the basis 
of the adopted classification criteria. Depending on the expected type, the clinical 
examination may be supported by radiology and/or blood analysis [4]. At present, a great 
task is the identification of biomarkers, which can help in differentiating the arthritis type. 
This is important for applying the appropriate treatment. Obviously, the analysis of 
synovial fluid (SF) might provide more targeted option to research and differentiate the 
arthritis. As a biomarker for differentiating the etiology of joint diseases, adenosine 
deaminase activity level in SF has been considered also [15]. 

Adenosine deaminase (ADA, EC 3.5.4.4) is an important enzyme in purine 
metabolism. It is involved in the breakdown of adenosine (Ado), catalyzing its irreversible 
hydrolytic deamination to inosine [6]. The enzyme is presented in all mammalian tissues. 
Its primary function in humans is development, differentiation, and maturation of the 
lymphoid system [7]. Two molecular isoforms of the enzyme are known. The small form of 
human ADA (SADA) is a catalytically active protein with a relative molecular mass of 36-
38 kDa. The large form (LADA, Mm of 280 kDa) represents a complex of SADA with so 
called ADA binding protein, which is identical with dipeptidyl peptidase IV (DPPIV), a 
multifunctional enzyme, appearing in many tissues in cell membrane immobilized and 
circulating forms [8, 3]. The ADA substrate Ado suppresses and mediates the inflammatory 
processes and is provided with the protective properties against injuries. Its anti-
inflammatory function consists in decreasing of pro-inflammatory and increasing of anti-
inflammatory cytokines, in cytokine modulation of macrophages and monocytes and 
regulation of inflammatory function of endothelial cells [5]. Hence, DPPIV-bound extra 
cell LADA participates in regulation of Ado concentration in physiological fluids [9]. In 
inflammation, a tissue injury brings to the enhancing of ADA activity in the extra cellular 
medium: SF and the effusions of different pathology. This promotes the decreasing of 
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concentration of the anti-inflammatory Ado and aggravation of inflammation. The increase 
of ADA activity has been observed in such pathologies as tuberculosis [11], cancer [13], 
rheumatoid arthritis [12], etc.  

The evaluation of ADA activity level is considered as a reasonable approach in the 
diagnosis of some diseases. It was assumed also as a reasonable test for distinguishing at 
least of two type arthritis, RA and OA. ADA activity in SF from patients at inflammatory 
joint diseases is significantly higher than at non inflammatory diseases [15]. We studied the 
activity of ADA in SFs of 140 patients of Armenian clinics (57 RA and 83 OA) [1].  

 

 
Fig.1.The ADA activity in SFs of patients, diagnosed as osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA). The 

mean values of the activities are indicated by arrows. 
 
The analysis evidenced a statistically significant (p<0.0001) difference between the 

activity levels in SFs from knee joint of two groups. Fig. 1 shows the experimental points, 
representing the enzyme activity in SFs of patients, diagnosed as OA and as RA. The mean 
values of the enzyme activity for these groupswere 4.9 ± 0.5 IU/Land 39.6±4.5 (mean ± 
S.E.M.) IU/L, respectively.Based on the ADA cutoff value of 12 IU/L, the parameters for 
RA and OA differentiation were evaluated as: 94.4% – sensitivity, 93.9% – specificity and 
94.1% – efficiency. Hence, our study contributed into consideration of the ADA activity 
level in SFs as an additional, suitable for fast and low-cost differential diagnostic test of RA 
and OA, particularly, in Armenian population.The difference between ADA activities in 
SFs of RA and OA patients had been recommended also in the arthritis diagnosis in Japan, 
Iran, etc. [12, 10]. It is worth of note that the cut off values in different populations are 
different. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Fig. 2. The elution diagrams at gel-filtration through the column with Sephadex G-200of SFs with the initial  

ADA activity of 30.5 IU/L (A) and 98.9 IU/L (B) 
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The ratios of small- to large-molecular forms of ADA in the SFs of RA patients with 
different levels of the total activity were compared [2]. Two forms of ADA were separated 
by gel-filtration through the column with Sephadex G-200. The SF samples with the initial 
ADA activity below and above the statistical mean value for RA patients (39 IU/L) were 
analyzed in triplicate. Fig. 2 shows the presentable couple of the diagrams obtained at gel 
filtration of SFs with the initial ADA activity of 30.5 IU/L (A) and of 98.9 IU/L (B). These 
diagrams manifested the increasing of small- to large- molecular isoforms ratio from 0.27 
in (A) to 1.57 in (B). Apparently, for the increasing of ADA-activity in RA-SF mainly 
SADA is responsible. 

Unfortunately, we did not have the opportunity to investigate the SFs from patients 
with these diseases in amounts sufficient for performing statistical analysis. 

 
Fig. 3.The linear correlation curve between the total ADA activity and the ratio of SADA to LADA isoforms of 

the enzyme in the SFs of RA patients, (r = 0.96; p = 0.0005). 
 
 

Table 1. The ratios of ADA isoforms in the SFs at different arthritis. 
 

Arthritis type Activity SADA/LADA 
Reumathoid arthritis 55.7 1.12 
Reactive arthritis 63.5 0.20 
Ankylosing spondylitis 56.9 0.15 
Gout 53.7 0.31 
Juvenile idiopathic arthritis 60 0.26 

 
Table 1 demonstrates the ratios of the isoforms in the SFs with the close levels of 

ADA from the patients of different arthritis, evaluated after gel filtration. 
Conclusions: The ADA activity in SFscan be used as a statistically significant, 

specific and sensitive biochemical marker for differentiating the RA and OA. In RA, the 
ADA activity elevation takes place mainly via increasing of SADA. In the cases of the 
other arthritis (e.g. ankylosings pondylitis, reactive arthritis, gout, juvenile idiopathic 
arthritis) this regularity is not registered. 
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Plants are valuable sources of antioxidants which could have beneficial effect on human 

health. Recent investigations have shown that the antioxidant properties of plants could be correlated 
with oxidative stress defense and different human diseases. In this respect flavonoids and other 
polyphenolic compounds have gained the greatest attention. The present study was undertaken to 
evaluate the in vitro antiradical activity of different extracts (ethanol, hexane, acetone, chlorophorm 
and methanol) of Artemisia vulgaris (L.), A. fragrans (Willd.), A. absinthium (L.) and A. splendens 
(Willd.) represented in Armenian flora. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay was used to 
measure the radical scavenging activity of extracts obtained from Artemisia subspecies aerial parts. 
Catechin was used as a positive reference. Different concentrations of extracts were used and results 
were expressed with IC50 values.  
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Artemisia vulgaris, A. fragrans, A. absinthium, A. splendens, DPPH, antiradical activity. 
 
The Artemisia genus plants species belonging to the Asteraceae family which contain 

secondary metabolic products with high biological activity are widely used in medicine, 
cosmetic and food industry. About 300 species of this genus are knownand 16 from them 
are described for Armenian flora. 

These herbs have been used worldwide in folk medicine since ancient times. They 
have been used as tonics, antimalarials, antihelmintics, and antidiabetics, and in treating 
wounds, bronchitis, ulcers, and tuberculosis [1]. There are also several reports concerning 
the antimalarial, antioxidant, cytotoxic, antipyretic, analgesic, antidiabetic, antimicrobial, 
and antifungal activities of different Artemisia species [2]. The chemical studies on 
Artemisia species indicate that all classes of compounds are present in the genus with 
particular reference to terpenoids and flavonoids. The rich accumulation of essential oils 
and other terpenoids in the genus is responsible for using of various species for flavouring 
foods or liqueurs [3,4]. 

The active components of these plants include flavonoids, coumarins, sesquiterpene 
lactones, volatile oils, inulin, and traces of alkaloids. The chief compounds of volatile oils 
include camphor, camphene, 5-thujone, germacrene D, 1,8-cineole, and C-caryophyllene 
[5]. 

Changing environmental conditions are giving rise to a variety of free radicals, which 
plants have to deal with them in order to survive. Reactive oxygen species, such as singlet 
oxygen, superoxide ion, hydroxyl ion and hydrogen peroxide, are highly reactive, toxic 
molecules, which are generated normally in cells during metabolism. They cause severe 
oxidative damage to proteins, lipids, enzymes and DNA by covalent binding and lipid 
peroxidation, with subsequent tissue injury. Natural antioxidant agents have attracted much 
interest because of their ability to scavenge free radicals [6]. Free radicals have been 
implicated in the development of a number of disorders, including cancer, neurodege-
neration and inflammation, giving rise to studies of antioxidants for the prevention and 
treatment of diseases. The presence of antioxidants such as phenolics, flavonoids, tannins 
and proanthocyanidins in plants may provide protection against a number of diseases; for 
example, ingestion of natural antioxidants has been inversely associated with morbidity and 
mortality from degenerative disorders [7]. Medicinal plants are therefore being investigated 
for their antioxidant properties, and the demand for natural antioxidants and food presser-
vatives is increasing [8]. 

The aim of our investigation was to study the dependence of radical scavenging 
activity on A. vulgaris, A. fragrans, A. absinthium, A. splendens extraction conditions. 

 
Material and methods 
Plant material.The investigated plants A. vulgaris L., A. fragrans Willd., A. absin-

thium L. and A. splendens Willd. were collected from Aragatsotn region (Armenia, 
Mughni, 1500-1600 m above sea level, N 40° 22.085´, E 44° 22.815´) during the flowering 
period. 

Extract preparation. Plant material was dried at 60°C for 24h. 1 g powdered dried 
plant material was homogenized in 10 to 15 mL solvent (ethanol, hexane, methanol, aceton 
and chlorophorm) and left overnight at ~10°C. Extract was centrifuged for 5 minutes at 
5000 rpm, and the supernatant was isolated. The precipitate was extracted by 4 - folds, and 
the combined supernatant was dried by evaporation at room temperature. The evaporated 
mass was solved in ethanol, and the extracts in different dilutions were used. 

Determination of radical scavenging activity. Scavenging free radical potentials 
were determined in ethanol solution of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) [9]. Catechin 
was used as standard. Sample solution contained 125 µL (1mM) DPPH, 375 µL ethanol 
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and 500 µL of test-solution (extract and catechin with different concentrations (1000 µg/ml, 
500 µg/ml, 100 µg/ml, 50 µg/ml and 10 µg/mlrespectively)). Test-solution was replaced by 
ethanol in the control sample. The absorbance was measured at the wave length of 517 nm 
using spectrophotometer Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific USA). 

The radical scavenging activity was calculated using the following formula: 
Radical scavenging activity (%) = Ac – As / Ac x 100, 
where Ac is absorbance of control (DPPH without the addition of test solution), As is 

sample absorbance. IC50 calculated denote the concentration of investigated samples 
required to decrease the DPPH absorbance at 517 nm by 50%. 

 
 
Results and discussion 
DPPH is widely used to test the ability of compounds to act as free radical scavengers 

or hydrogen donors. The DPPH assay indicated the antiradical activity of A. vulgaris L., A. 
fragrans Willd.,A. absinthium L. and A. splendens Willd. extracts; the antiradical properties 
of the studied samples are expressed in figure 1 and figure 2 (data were express as IC50 – 
the extract concentration which neutralize the 50 % of DPPH free radicals). The scavenging 
effect (IC50 value) was in the following order: catechin (standard) (IC50 13.08 µg/mL (R2 = 
0.93)) (data not shown), A. vulgaris methanol (IC50 832 µg/ml (R2 = 0.85)), chlorophorm 
(IC50 931 µg/ml (R2  = 0.96)), acetone (IC50 1000 µg/ml (R2 = 0.93)),ethanol (IC50 7407 
µg/ml (R2 = 0.99)) and hexane (IC50 48077 µg/ml (R2 = 0.99)) extracts; A. fragrans 
methanol (IC50 87 µg/ml (R2 = 0.68)), chlorophorm (IC50 98 µg/ml (R2  = 0.84)), acetone 
(IC50 307 µg/ml (R2 = 0.85)), hexane (IC50 13889 µg/ml (R2 = 0.98)) and ethanol (IC50 
16129 µg/ml (R2 = 0.78)) extracts; A. absinthium acetone (IC50 311 µg/ml(R2 = 0.84)), 
methanol (IC50 1103 µg/ml (R2 = 0.92)), ethanol (IC50 1466 µg/ml (R2  = 0.99)), hexane 
(IC50 1664 µg/ml (R2  = 0.99)) and chlorophorm (IC50 1831 µg/ml (R2  = 0.99)) extracts; A. 
splendens methanol (IC50 734 µg/ml (R2  = 0.89)), chlorophorm (IC50 897 µg/ml (R2  = 
0.93)), acetone (IC50 998 µg/ml (R2  = 0.96)), hexane (IC50 24509 µg/ml (R2  = 0.91)) and 
ethanol (IC50 125000 µg/ml (R2  = 0.78)) extracts.  

 
 

 
Fig. 1.The DPPH scavenging activity of Artemisia fragrans acetone extract  

1.0; 0.5; 0.1; 0.05; 0,01 mg/ml 1-5,C – control. 
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Fig. 2.The radical scavenging activity of chlorophorm, acetone and methanol extracts of  

A. vulgaris, A. fragrans, A. absinthium, A. splendens, expressed with IC50. 
 
The radical scavenging activity value of investigates extracts was correlated with the 

total phenolic content (data not shown). 
The results show that hexane and ethanol extracts did not express any radical 

scavenging activity, so the further investigations were carried out with the most active 
fractions. 

            Conclusions 
According to our investigation data it was possible to conclude that the highest 

antiradical activity possess the A. fragrans chlorophorm and methanol extracts, whereas the 
others have moderate (in case of acetone extract) or low activity. 
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Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase-1 (PRPS-1; EC 2.7.6.1) is widely distributed in the 
human tissues and serves as a regulative key enzyme for purine and pyrimidine metabolism, whereas 
Xanthine Oxidoreductase (XOR; EC 1.1.3.22) is the enzyme responsible for the catabolism of purine 
nucleotides. These enzymes might serve as the aimmolecules for triggering of regenerative processes 
after stroke. In case of inhibition of PRPS-1 and activation of XOR might serve as the targets for 
prevention of the cancer development. It was recently published in PLOS (Donini S, Garavaglia S, 
2017), regulation of these enzymes prevents bioactivity of the pathogenic microorganisms. Thus, 
investigations of these enzymes’ activities in normal and pathological conditions might be vital for 
the development of new treatment avenues.  

Phosphoribosyl pyrophosphate Synthetase, Xanthine Oxidoreductase, experimental stroke 
 

Фосфорибозил пирофосфатсинтаза (ФРПС-1; EC 2.7.6.1) широко распространена в 
тканях организма человека и служит в роли регуляторного фермента при метаболизме пуринов 
и пиримидинов, в то время как ксантин оксидоредуктаза (КОР; EC 1.1.3.22) является фермен-
том, ответственным за катаболизм пуринов. Эти ферменты могут выступать в роли основных 
инициирующих регенеративные процессы белков после инсульта. В случае ингибирования 
(ФРПС-1) и активации (КОР) могут служить в роли мишеней для предотвращения развития 
раковой опухоли. Недавно было опубликовано в PLOS статья о том (Donini S, Garavaglia S, 
2017), что регуляция этих ферментов подавляет биоактивность патогенных микроорганизмов. 
Таким образом, исследование активности этих ферментов при нормальных и патологиеских 
условиях может стать жизненно важным для разработок новых путей лечений.  
 

üáëýáéÇμá½ÇÉ-åÇñáýáëý³ïëÇÝÃ³½Á (üèäê-1; EC 2.7.6.1) É³ÛÝ ï³ñ³ÍáõÙ áõÝÇ Ù³ñ¹áõ 
ÑÛáõëí³ÍùÝ»ñáõÙ ¢ Í³é³ÛáõÙ ¿ áñå»ë Ï³ñ·³íáñáÕ ý»ñÙ»Ýï åáõñÇÝÝ»ñÇ ¢ åÇñÇÙÇ¹ÇÝÝ»ñÇ 
Ù»ï³μáÉÇ½ÙÇ Ñ³Ù³ñ, ³ÛÝ ¹»åùáõÙ, »ñμ ùë³ÝïÇÝ-ûùëÇ¹áé»¹áõÏï³½Á (øúè; EC 1.1.3.22) 
å³ï³ëË³Ý³ïáõ ¿ åáõñÇÝÝ»ñÇ Ï³ï³μáÉÇ½ÙÇ Ñ³Ù³ñ: ²Ûë ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÁ Ï³ñáÕ »Ý Ñ³Ý¹»ë ·³É 
áñå»ë ÑÇÙÝ³Ï³Ý é»·»Ý»ñ³ïÇí ·áñÍÁÝÃ³óÝ»ñÁ ËÃ³ÝáÕ ëåÇï³ÏáõóÝ»ñ ÇÝëáõÉïÇó Ñ»ïá: Î³ñáÕ 
»Ý Ñ³Ý¹»ë ·³É áñå»ë ù³ÕóÏ»ÕÝ»ñÇ ½³ñ·³óÙ³ÝÁ ËáãÁÝ¹áïáÕ ÃÇñ³ËÝ»ñ, »Ã» ×Ýß»É Ù»ÏÇ 
³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ (üèäê-1) ¢ ËÃ³Ý»É ÙÛáõëÇÝÁ (øúè): ì»ñç»ñë PLOS-áõÙ (Donini S, Garavaglia S, 2017) 
ïå³·ñí»É ¿ ³ÛÝ ÙÇïùÁ, áñ ³Ûë ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý Ï³ñ·³íáñÙ³Ùμ Ï³ñ»ÉÇ ¿ Ï³ÝË³ñ·»É»É 
³Ëï³ÍÇÝ ÙÇÏñáûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñÇ Ï»ÝëáõÝ³ÏáõÃÛáõÝÁ: ²ÛëåÇëáí, ³Ûë ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý 
áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÁ ýÇ½ÇáÉá·Ç³Ï³Ý ¢ ³Ëï³μ³Ý³Ï³Ý å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ Ï³ñáÕ »Ý ¹³éÝ³É 
Ï»ÝëáõÝ³Ï Ï³ñ¢áñáõÃÛáõÝ áõÝ»óáÕ áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÝ»ñ Ýáñ μáõÅÙ³Ý ×³Ý³å³ñÑÝ»ñÇ 
÷ÝïñïáõÏáõÙ:  
 

We will be discussing two enzymes: one of them is responsible for the synthesis of 
purine as well as pyrimidine, the other is respomsible foe purine catabolism.  

Phosphoribosylpyrophosphate synthetase-1 (PRPS-1; EC 2.7.6.1) catalyzes the 
phosphoribosylation of ribose 5-phosphate to 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate, which is 
necessary for the salvage pathways of purine and pyrimidine, pyridine nucleotide cofactors 
NAD and NADP, the amino acids histidine and tryptophan biosynthesis. Three PRPS genes 
have been identified: the widely expressed are PRPS1 and PRPS2 genes, and PRPS3, 
which is  predominantly transcribed only in testis.  
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Most PRSPs belong to class I, which require Mg2+ and phosphate for enzymatic 
activity, but can be inhibited allosterically by ADP and possibly other nucleotides.  

Class II PRSs are found specifically in plants which are not dependent on phosphate 
for activity and lack an allosteric site for ADP  

While class I PRSs transfer the diphosphoryl group only from ATP or dATP to ribose 
5-phosphate, class II PRSPs have a much broader specificity for a diphosphoryl donor, 
including ATP, dATP, UTP, CTP and GTP . Recently, a novel class III PRS has been 
identified from Methanocaldococcusjannaschii which is activated by phosphate and uses 
ATP and dATP as a diphosphoryl donor, but also lacks an allosteric site for ADP . 

Mg2+ forms a complex with ATP (Mg–ATP) to act as the actual substrate of the 
enzyme although other divalent cations, such as Mn2+, Ni2+, Co2+ or Cd2+ can serve as 
substitutes for Mg2+ with relatively lower activity . Phosphate has multiple effects on the 
activity and structure of the enzyme. It usually acts as an activator for the activity of 
bacterial and mammalian PRSPs although SO4

2− can mimic the effect of phosphate at 
approx. 10-fold higher concentrations .  

In patients with PRPS super activity, Roessler et al. ,  and Becker et al.  identified 
mutations in the PRPS-1 gene. All patients except 1 had hyperuricemia, neurodevelop-
mental abnormalities, and sensorineural deafness; the other patient had only hyperuricemia 
and gout. Functional expression studies of all mutations showed that enzyme over activity 
were due to alteration of allosteric feedback mechanisms.  

Thus, abnormalities in synthesis of purines might influence on the catabolism of them 
and induce hyperuricemia and gout. The final enzyme, responsible for the formation of uric 
acid is Xanthine Oxidoreductase.  

Also, it is necessarily to mention, that very little is known about the PRPS-1 in the 
stroke or experimental stroke conditions.   

Xanthine oxidoredictase (XOR; EC. 1.1.3.22) is key and primer enzyme responsible 
for the formation of the uric acid from xanthine and hypoxanthine.  

In our previous publications we stated that regulation of XOR might have an impact 
on the entire catabolism of the purines. By the utility of XOR inhibitors we demonstrated in 
our experiments that inhibition of this enzyme might trigger cells genesis in vitro.   

XOR and brain ischemia. It is very well documented that after forebrain 
ischemia/reperfusion it might be generated excessive amount of superoxide anion radicals. 
Evidence exists that allopurinol, a xanthine-oxidase inhibitor, reduces delayed cell death in 
animal models of perinatal asphyxia and in human patients with other forms of organ 
reperfusion injury. Thus, allopurinol pretreatment suppresses generation of superoxide 
anion radicals, making XO  (xanthine oxidase) the main enzyme responsible for the 
oxidative damage caused after oxidative stress,  early inflammation, endothelial injury. By 
the other group of authors it was demonstrated that XO and cyclooxygenase are mostly 
responsible for postanoxic damage of the brain. Also, it was demonstrated that hydrogen 
peroxide damage is mediated through the activity of the XO in cerebellar granule neurons 
obtained from 8-day old Sprague-Dawley rat pups.  By the other work it was shown that 
superoxide anion generated by the XO as well as singlet oxygen initiated the apoptosis-like 
cell death whereas hydrogen peroxide, generated because of the activity of the glucose 
oxidase and glucose deprivation in neuronal cell culture initiated necrosis.  

PRPS-1 and XOR after experimental stroke conditions, induced by intracranial 
injection of hydrogen peroxide. 

In accordance to the literature data, allopurinol inhibits the enzyme XOR, thereby 
blocking the conversion of the oxypurines hypoxanthine and xanthine to uric acid. 
Allopurinol administration also leads to deceleration of the rate of de novo synthesis of 
purine nucleotides.  
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In our own experiments to clarify the behavior of the XOR and PRPS-1 enzymes in 
the pathological conditions, first, we needed to evaluate their activities in the brain of intact 
animals.  

The activity of the PRPS-1 was diminished in the presence of GTP (inhibitor of PRPS-
1) as well as allopurinol, which means that purines catabolism inhibition by feed-back 
mechanism might inhibit also the activity of PRPS-1.  

Interestingly, XOR activity was inhibited by GTP, which might be explained or as the 
influence of key regulative enzyme PRPS-1 impact on XOR activity or overwhelming 
concentration of energetic source – GTP.  

After comparison of the dynamic changes of XOR and PRPS-1 activities in 3 groups: 
peroxide intracranial injected animals serving as the control group; phosphate treated 
animals; allopurinol treated animals in peroxide treated as well as phosphate groups it is 
notable negative correlation of XOR and PRPS-1activities. Strong, over activation of the 
PRPS-1 and simultaneous inhibition of XOR might trigger of purine and pyrimidine 
nucleotides source generation, which in turn might stimulate cells proliferation.  

Also, its necessarily to take into the consideration, that patients with hypoxanthine–
guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) deficiency or Lesch-Nyhan disease (MIM 
300322) having uric acid overproduction similar to PRPS-1super activity can also have 
mental retardation and hypotonia, as described in patients with Arts syndrome .  

Thus, the phosphate related elevation of PRPS-1 activity and simultaneous decrease of 
XOR activity will promote synthesis of purines and will prevent above mentioned negative 
side effects related with overproduction of uric acid.   

In allopurinol treated animals group the negative correlation was not notable.  
In contrast to the intact animals brain tissue, GTP didn’t activate XOR in pathological 

condition; exception is the allopurinol treated animals group. Allopurinol after 
modifications in the organism might by itself possess with the high absorption in the 
conditions of very low baseline XOR activity.   

It might be explained due to the formation of Xanthine Oxidase from Xanthine 
Dehydogenase via limited proteolysis, because XOR is the dual enzyme and in pathological 
conditions act mostly as the oxidase.  

Allopurinol in hydrogen peroxide treated animals brain tissue was inhibiting activity 
of PRPS-1; exception is the allopurinol treated animals group. In pathological conditions, 
we might assume, that PRPS-1 might be structurally changed and behaves not as in normal, 
physiological conditions.  
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In this work in silico study of the interaction of artemisinin with ligand bind domain of 

glucocorticoid receptor by molecular modeling methods. Artemisinins belong to the family of 
sesquiterpene lactones, secondary metabolites of medicinal plant Artemisia annua, which has been 
traditionally used in Chinese medicine. Artemisinins exhibit antioxidant, anti-inflammatory, anti-
carcinogenic and other activities.  Molecular docking, principal component analysis, cluster analysis 
have revealed three binding sites of artemisinin with ligand bind domain of glucocorticoid receptor 
which are very important regions. Comparative analysis was performed with dexamethasone, which is 
a corticosteroid medication.  Thus, we have shown for the first time that artemisinin affects extremely 
important sites of ligand bind domain of glucocorticoid receptor, it should be noted that the first 
binding site of artemisinin corresponds to the interaction site of dexamethasone. This may represent a 
molecular basis for ligand-dependent receptor activation and the possibility of using artemisinin as a 
new ligand for glucocorticoid receptor. 

Glucorticoid receptor – artemisinin – dexamethasone - molecular docking – cluster analysis  
 
В данной работе изучено insilico взаимодействие артемизинина с лиганд связывающим 

доменом глюкокортикоидного рецептора методами молекулярного моделирования. Артеми-
зинины относятся к семейству сесквитерпеновых лактонов, вторичных метаболитов лекарст-
венного растения Artemisiaannua, которое традиционно используется в китайской медицине. 
Артемизинины проявляют антиоксидантную, противовоспалительную, антиканцерогенную и 
др. активности.  Методами молекулярного докинга, анализа по главным компонентам и клас-
терного анализа выявлено три сайта связывания артемизинина с лиганд связывающим доме-
ном глюкокортикоидного рецептора, которые являются чрезвычайно важными участками. 
Проведен сравнительный анализ с кортикостероидным препаратом дексаметазоном. Нами 
впервые показано, что артемизинин влияет на чрезвычайно важные участки лиганд связываю-
щим доменом глюкокортикоидного рецептора, при этом первый сайт связывания артемизи-
нина соответствует сайту взаимодействия дексаметазона. Это может представлять молекуляр-
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ную основу для лиганд-зависимой активации рецептора и рассмотрения возможности исполь-
зования артемизинина в качестве нового лиганда для этого рецептора. 

Глюкокортикоидный рецептор – артемизинин – дексаметазон – молекулярный докинг – 
кластерный анализ 

 
²Ûë  ³ßË³ï³ÝùáõÙ Çñ³Ï³Ý³óí³Í ¿ ³ñï»ÙÇ½ÇÝÇÝÇ ¢ ·ÉÛáõÏáÏáñïÇÏáÇ¹³ÛÇÝ ÁÝÏ³ÉÇãÇ 

ÉÇ·³Ý¹ Ï³åáÕ ¹áÙ»ÝÇ ÷áË³½¹»óáõÃÛ³Ý áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝ insilico ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ Ùá¹»É³íáñÙ³Ý 
Ù»Ãá¹Ý»ñÇ ÙÇçáóáí: ²ñï»ÙÇ½ÇÝÇÝÝ»ñÁ å³ïÏ³ÝáõÙ »Ý ë»ëùíÇÃ»ñå»Ý³ÛÇÝ É³ÏïáÝÝ»ñÇ ÁÝï³-
ÝÇùÇÝ, Ñ³Ý¹Çë³Ý³Éáí Artemisiaannua ¹»Õ³μáõÛë»ñÇ »ñÏñáñ¹³ÛÇÝ Ù»ï³μáÉÇï, áñÝ ³í³Ý¹³μ³ñ 
û·ï³·áñÍíáõÙ ¿ ãÇÝ³Ï³Ý μÅßÏáõÃÛ³Ý Ù»ç: ²ñï»ÙÇ½ÇÝÇÝÝ»ñÁ óáõó³μ»ñáõÙ »Ý Ñ³Ï³ûùëÇ¹³Ýï³ÛÇÝ, 
Ñ³Ï³μáñμáùá³ÛÇÝ, Ñ³Ï³ù³ÕóÏ»Õ³ÍÇÝ ¢ ³ÛÉ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÝ»ñ: ØáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ ¹áùÇÝ·Ç, ÑÇÙÝ³Ï³Ý 
μ³Õ³¹ñÇã»ñÇ í»ñÉáõÍáõÃÛ³Ý, ÏÉ³ëï»ñ³ÛÇÝ í»ñÉáõÍáõÃÛ³Ý ÙÇçáóáí Ñ³ÛïÝ³μ»ñí»É ¿ ³ñï»ÙÇ½ÇÝÇÝÇ 
¢ ·ÉÛáõÏáÏáñïÇÏáÇ¹³ÛÇÝ ÁÝÏ³ÉÇãÇ ÉÇ·³Ý¹Ï³åáÕ ¹áÙ»ÝÇ ÙÇç ¢ Ï³åÙ³Ý »ñ»ù Ï³Ûù, áñáÝó ã³-
÷³½³Ýó Ï³ñ¢õáñ »Ý: Î³ï³ñí»É ¿ Ñ³Ù»Ù³ï³Ï³Ý í»ñÉáõÍáõÃÛáõÝ ¹»ùë³Ù»ï³½áÝÇ áñå»ë Ïáñ-
ïÇÏáëÃ»ñáÇ¹³ÛÇÝ ¹»Õ³ÝÛáõÃÇ Ñ»ï: ²ÛëåÇëáí, ³é³çÇÝ ³Ý·³Ù óáõÛó ¿ ïñí»É, áñ ³ñï»ÙÇ½ÇÝÁ 
÷áË³½¹áõÙ ¿ ·ÉÛáõÏáÏáñïÇÏáÇ¹³ÛÇÝ ÁÝÏ³ÉÇãÇÉÇ ÉÇ·³Ý¹Ï³åáÕ ¹áÙ»ÝÇ Ñ»ï ã³÷³½³Ýó Ï³ñ¢áñ 
Ï³Ûù»ñÇ Ñ»ï, ÁÝ¹áñáõÙ Ýñ³ ³é³çÇÝ Ï³ÛùÁ Ñ³Ù³å³ï³ëË³ÝáõÙ ¿ ¹»ùë³Ù»ï³½áÝÇ ÷áÑ³½¹»-
óáõÃÛ³Ý Ï³ÛùÇ Ñ»ï: ê³ Ï³ñáÕ ¿ ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ ÑÇÙù Ñ³Ý¹Çë³Ý³É ÉÇ·³Ý¹Çó Ï³Ëí³Í ÁÝÏ³ÉÇãÇ 
³ÏïÇí³óÙ³Ý ¢ ³ñï»ÙÇ½ÇÝÇ ¹Çï³ñÏÙ³Ý ÑÝ³ñ³íáñáõÃÛ³ÝÁ áñå»ë Ýáñ ÉÇ·³Ý¹: 

¶ÉÛáõÏáÏáñïÇÏáÇ¹³ÛÇÝ ÁÝÏ³ÉÇã – ³ñï»ÙÇ½ÇÝÇÝ – ¹»ùë³Ù»ï³½áÝ – ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ ¹áùÇÝ·–
ÏÉ³ëï»ñ³ÛÇÝ í»ñÉáõÍáõÃÛáõÝ 
 

Artemisinins, secondary metabolites of medicinal plants Artemisia annua belong to the 
family of sesquiterpene trioxane lactones, traditionally used in Chinese medicine [1, 6]. 
Artemisinins exhibit a wide range of biological activities, such as antioxidant, anti-
inflammatory, anti-carcinogenic, immunomodulating, antimicrobial, antiamiloidogenic 
anthelmintic, antiviral,etc. [8,19]. Artemisinins may contribute to formation of free radicals, 
modulate multiple signaling pathways, including TLR, Syk tyrosine kinase, phospholipase 
C, phosphatidyl inositol-3 kinase / protein kinase C cascade, mitogen-activated protein 
kinases, β-catenins [11, 8], and also the transcriptional factors STAT-1/3/5, NF-κB , Sp1 
and Nrf2 / ARE, as well as NR3.  In vitro studies in human hepatocytes revealed the 
activation of the constitutive androstan receptor (CAR, NR1I3) [5] the main mechanism of 
artemisinin mediated induction of CYP3A4, CYP2B6, and ABCB1 [18]. However, the 
exact mechanisms of action or molecular targets are not well studied. There is a major task 
for the identification of molecular targets for artemisinin.  Preliminary in silico screening 
using TargetNet [23] showed that the optimal target for artemisinin is the ligand-binding 
domain of the glucocorticoid receptor (LBD GR). Ketosteroid receptors including human 
glucocorticoid (hGR) play a vital role in the maintenance of numerous functions such as 
metabolic and homeostatic regulation through the interaction with glucocorticoids [16, 
20].Glucocorticoids are known to play a significant role in orchestrating cell-cell 
communication, which is necessary for the coordination of development, growth, 
metabolism, immunity and used extensively for inflammatory disorders [7, 14]. However, 
this is a double-edged sword approach with beneficial therapeutic actions alongside serious 
adverse effects [22].It should be noted that a lot of modern research has been focused on the 
development of novel compounds such as selective glucocorticoid receptor agonists or 
selective glucocorticoid receptor modulators , that can be used as anti-inflammatory drugs. 

In silico study was performed for the identification of binding sites of artemisinin with 
human glucocorticoid receptor and comparative analysis with common used drug 
Dexamethasone (9-fluoro-11b,17,21-trihydroxy-16 α methylpregna-1,4-diene-3,20-dione). 

 
Materials and methods  
LBD of hGR was selected from the Brookhaven (RCSB) Protein Data Bank (PDB) 

[3]. In order to validate the accuracy of the obtained results, co-crystallized dexamethasone 
ligand was extracted from the LBD of hGR and performed blind docking.To build the hGr–
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ligand complex, using Autodock Vina [21]. 100 docking runs were performed. Principal 
component (PC) [12] and cluster analysis using K-means algorithm [10] was performed on 
docking results. Cluster quality was assessed using Davies–Bouldin Index (DBI) ,Silhouette 
Score, Dunn Index and the pseudo-F statistic (pSF or Calinski Harabasz) [2]. The root-
square-mean-deviation (RMSD) was calculated using MDTraj library [13]. The RMSD 
between the predicted conformation and the observed X-ray crystallographic conformation 
was then determined.Maps of hydrophobic and hydrophilic interactions for artemisinin and 
dexamethasone with hGR were also generated. Ligplot was used for the identification of 
interaction modes of artemisinin [23]. 3D visualization was done using Pymol [9]. 

 
Results and discussion 
The docking procedure accuracy was assessed by examining how closely the centroid 

[13] pose extracted from 100 runs (binding conformation) by re-docking of co-crystallized 
ligand 9-fluoro-11b,17,21-trihydroxy-16a-methylpregna-1,4-diene-3,20-dione (dexametha-
sone) resembles the binding mode obtained by X-ray crystallography. The RMSD value 
between the two superimposed poses of dexamethasone co-crystallized ligand, bound to 
hGR (PDB ID: 4UDC) and its conformation obtained after re-docking was 0.5 Å (Fig.1). 
The RMSD value for the predicted pose is less than 2.0 Å, which indicates that the 
prediction is of good quality [21]. 

  

  
 

Figure 1. Superimposition of docked poses of dexamethasone (blue) with its crystallographic structure (red) 
conformation (RMSD: 0.5 Å). 

 
Principal component analysis and cluster analysis using k-means demonstrated that 

there are three binding sites of artemisinin to LBD GR. The first binding site (cluster) 
contained 65% of docked poses with the highest binding affinity (-7,069±0,479kcal/mol). 
An optimal number of clusters were chosen, simultaneously accounting for a low DBI, 
High Silhouette, High Dunn Index and high pSF values [2]. 

Comparative analysis of the interaction of artemisinin and dexamethasone demonst-
rated that the first binding site of artemisinin matches the interaction site of dexamethasone 
with LBD hGR. (Fig 2 a, b). 

Dexamethasone forms 3 hydrogen bonds with hGR between (Figure 3, Figure 4b) Leu 
563, Gln 570 and Thr 739 residues. It should be noted that dexamethasone forms hydrogen 
bonds, while artemisin does not. Artemisinin interacts hydrophobically with Asn564, 
Gln642 и Tyr735 (Figure 3) 
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а       b 
Figure 2.a) Binding mode of artemisinin in the catalytic pocket of hGR (PDB ID: 4UDC): I, II and III – binding 
sites .b) Superimposition of docked pose of Dexamethazone with its crystallographic structure (RMSD: 0.5 Å) 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. Putative Hydrogen bonds (black line) formed between  
Dexamethasone with LBD of hGR (PDB ID: 4UDC). 

 
The hydrophobic interaction analysis of the first binding site demonstrated (fig 2a ) 

that A, B, C и D rings of Artemisisin interact with α – helixes H3, H7, H10/H11 and βА-
sheets of LBD GR. Aminoacids of H3 and βА play an important role during dimerization of 
LBD GR and aminoacids of H5 - dimer stabilization [4]. Aminoacids of H3-H7 (550-
653a.a) are responsible for the binding with chaperone Hsp90[15], and H3, H5 и H12 - co-
activator NcoA-2 binding site [23]. In the second binding site A,C,D rings of artemisinin 
interact hydrophobically with the aminoacids of H9 and H10 and in the third – H1,H5 and 
H8 with A,B,D rings. Aminoacids of Glu542, Val543( H1, H5) are responsible for the 
dimerization stabilization of LBD hGR[17] Artemisin interaction interacts hydrophobically 
with the aminoacids of the first binding site: Met560, Leu563, Phe623, Met646, Leu732, 
Ile747, Phe749, Arg611, 3rd binding site like dexamethasone.  
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All glucocorticoids interact with ligands including dexamethasone through Gln642, 
while Tyr735 plays an important role during ligand interpretation and receptor transacti-
vation. The interactions with these amino acids play a critical role for conformation 
changes of the receptor. Both artemisinin and dexamethasone interact with Ile747 and 
Phe749 of the loop that is located before AF- 2 helix. These interactions provide the 
stabilization of AF-2 during its active state as well as the dimerization of LBD GR. This 
presents a molecular basis for ligand dependent activation of GR [4]. Comparative analysis 
of the first binding site of artemisinin with LBD GR with dexamethasone demonstrated that 
have common amino acids that participate during the interaction. Each ligand has its own 
peculiar interaction with other amino acids, which can explain GR conformation changes 
and this can promote the formation of alternative protein surface and affect co-regulator 
binding. 

 

 
A                                                                                                           B 

Figure 4. Binding mode of the 1-st cluster artemisinin (PDB ID: 4UDC) (a) and  
dexamethasone (b) in the catalytic pocket of hGR. 

 
In this study we have shown for the first time that artemisinin affects extremely 

important sites of LBD GR, it should be noted that the first binding site of artemisinin 
corresponds to the interaction site of dexamethasone. This may represent a molecular basis 
for ligand-dependent receptor activation and the possibility of using artemisinin as a new 
ligand for GR. 
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Bio-hydrogen (H2) production is considered as one of the promising ways to generate 

ecologically clean and renewable energy from various cheap and effective carbon sources like 
glycerol or industrial wastes. Experiments were carried out to reveal the H2 production by Rhodo 
bacter sphaeroides MDC6521 during mixed carbon (succinate, glucose and glycerol) fermentation 
and the input of the FoF1-ATPase in this process. The results show that bacteria grown in a medium 
containing glucose and glycerol (15 mM) in addition to succinate (15 mM), exhibit an increase not 
only in H2 production, but alsoin FoF1-ATPase activity of membrane vesicles obtained from them. 
Significant ~1.7 fold increase of DCCD sensitive ATPase activity was obtained with glycerol addition 
compared with control (30 mM succinate), and since it had a positive effect also on H2 yield, further 
experiments will be performed to obtain the optimal succinate/glycerol ratio to get the maximum 
H2 yield.  

Bio-hydrogen production–Rhodo bacter sphaeroides - mixed carbon fermentation 
 
Î»Ýë³çñ³ÍÝÇ (H2) ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝÁ Ñ³Ù³ñíáõÙ ¿ ¿ÏáÉá·Ç³å»ë Ù³ùáõñ ¢ í»ñ³ñï³¹ñíáÕ 

¿Ý»ñ·Ç³ÛÇ ëï³óÙ³Ý ËáëïáõÙÝ³ÉÇó áõÕÇª μ³½Ù³ÃÇí ¿Å³Ý¢ ³ñ¹ÛáõÝ³í»ï ³ÍË³ÍÝÇ ³ÕμÛáõñÝ»ñÇ 
(·ÉÇó»ñÇÝ, ³ñ¹ÛáõÝ³μ»ñ³Ï³Ý Ã³÷áÝÝ»ñ) ÏÇñ³éÙ³Ý ÑÝ³ñ³íáñáõÃÛ³Ùμ: öáñÓ»ñÇ Ýå³ï³ÏÝ ¿ »Õ»É 
μ³ó³Ñ³Ûï»É Rhodobacter sphaeroides MDC6521-Ç ÏáÕÙÇó H2-Ç ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý ³é³ÝÓÝ³Ñ³ï-
ÏáõÃÛáõÝÝ»ñÁ Ë³éÁ ³ÍË³ÍÝ³ÛÇÝ (ëáõÏóÇÝ³ï, ·ÉÛáõÏá½ ¢ ·ÉÇó»ñÇÝ) ËÙáñÙ³Ý å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ ¢ FoF1-
²ºü³½Ç Ý»ñ¹ñáõÙÁ ³Û¹ ·áñÍÁÝÃ³óáõÙ: ²ñ¹ÛáõÝùÝ»ñÁ óáõÛó »Ý ïí»É, áñ ëáõÏóÇÝ³ïÇó (15 ÙØ) μ³óÇ 
Ý³ ¢ ·ÉÛáõÏá½ (15 ÙØ) ¢ ·ÉÇó»ñÇÝ (15 ÙØ) å³ñáõÝ³ÏáÕ ÙÇç³í³ÛñáõÙ ³×³Í μ³Ïï»ñÇ³Ý»ñÁ ¹ñë¢á-
ñáõÙ »Ý áã ÙÇ³ÛÝ H2-Ç³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý, ³ÛÉ Ý³¢ Ã³Õ³ÝÃ³ÛÇÝ μßïÇÏÝ»ñÇ FoF1-²ºü³½Ç ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý 
ËÃ³ÝáõÙ: ¸òÎ¸-½·³ÛáõÝ FoF1-²ºü³½Ç ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ½·³ÉÇª ~1.7 ³Ý·³Ù ³× ¿ ·ñ³Ýóí»É ëáõÏ-
óÇÝ³ïÇ ¢ ·ÉÇó»ñÇÝÇ (15-³Ï³ÝÙØ) Ë³éÝáõñ¹áõÙ ëïáõ·ÇãÇ (30 ÙØ ëáõÏóÇÝ³ï) Ñ³Ù»Ù³ïáõÃÛ³Ùμ, ¢ 
ù³ÝÇ áñ ³ÛÝ áõÝ»ñ ¹ñ³Ï³Ý ³½¹»óáõÃÛáõÝ Ý³¢ H2-Ç »ÉùÇ íñ³, Ñ»ï³·³ áõëáõÙÝ³ëÇñáõÃÛáõÝÝ»ñ 
ÏÇñ³Ï³Ý³óí»Ýª ëï³Ý³Éáõ ³é³í»É³·áõÛÝ H2-Ç »Éù ³å³ÑáíáÕ ëáõÏóÇÝ³ï/·ÉÇó»ñÇÝ Ñ³ñ³μ»-
ñáõÃÛáõÝÁ: 

Î»Ýë³çñ³ÍÝÇ ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝ–R. sphaeroides–Ë³éÁ ³ÍË³ÍÝ³ÛÇÝ ËÙáñáõÙ 
 
Производство биоводорода (H2) считается перспективным способом получения чистой 

и возобновляемой энергии из различных дешевых и эффективных источников углерода, таких 
как глицерин или промышленные отходы. Были проведены исследования для выявления 
ососбенностей выделения H2 бактерией Rhodobacter sphaeroides MDC6521 при сбраживании 
смешанных источников углеродов (сукцинат, глюкоза и глицерин) и роли FoF1-АТФазы в этом 
процессе. Результаты показывают, что бактерии, выращенные в среде, содержащей глюкозу и 
глицерин (15 мМ) в дополнение к сукцинату (15 мМ), демонстрируют увеличение не только 
выхода H2, но также АТФазной активности мембранных везикул. При добавлении глицерина 
ДЦКД-чувствительная АТФазная активность увеличивалась в ~1.7 раз по сравнению с 
контролем (30 мМ сукцинат). Так как добавление глицеринa положительно сказывалось и на 
выделении H2 бактерией, будут проведены дальнейшие исследования для получения опти-
мального соотношения сукцинат/глицерин, обеспечивающего максимальный выход H2. 

Производство биоводорода –Rhodo bacter sphaeroides–cбраживание смешанных источ-
ников углеродов 
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H2 is an energy carrier with high energy content (–122 kJg–1). It is recognized as the 
most promising alternative to fossil fuels as it is clean, renewable, and efficient [1,10]. 
Biological H2 production with microorganisms is considered as more perspective way of H2 
production at an industrial scale, not only compared to chemical production, but also 
compared to other biotechnological methods, due to a variety of substrates and organic 
wastes the microorganisms can use [7,11]. Photosynthetic purple non-sulfur bacteria such 
as Rhodobacter species are promising candidates for the H2 production due to their high 
substrates conversion rate [3,6]. Under anaerobic conditions Rhodobacter sphaeroides, 
isolated from Armenian mineral springs, has been shown to perform a photo-fermentation 
of various carbon- and nitrogen-containing organic substrates with H2 production [2,4,5]. 
The selection of the source for H2 is a serious problem, because it strongly affects the H2 
yield by photosynthetic bacteria. The source should be relatively inexpensive and be 
effectively utilized by bacteria resulting in high H2 yield. Various organic substrates, 
generally used in laboratory for research on H2 production have been used in our research 
previously, providing a fast and efficientH2 production [3,6]. But one of the key problems 
was always high cost of various organic carbon and nitrogen sources. A key to the solution 
of this problem can be the use of different organic wastes, which are cheaper and more 
effective for H2 production and can provide inexpensive energy generation and 
simultaneous waste utilization [9]. The promising results obtained by our group for H2 
production during substrate utilization led to number of questions regarding the 
mechanisms of this process. The analysis of pathways of H2 production during substrate 
utilization is difficult due to a complex composition of industrial wastes. One way to 
address this issue can be analysis of H2 production process during a mixed carbon 
fermentation using a limited number of carbon sources [8]. 

 
Materials and method 
 
Phototrophic bacterium R. sphaeroides strain MDC6521 (Microbial Depository 

Center, National Academy of Sciences of Armenia, Yerevan, Armenia, WDCM803), 
isolated from Arzni mineral spring in Armenian mountains, was cultivated in glass vessels 
of 150 ml capacities with plastic press caps in anaerobic conditions on Ormerod medium 
with different carbon sources upon illumination (~36 W m–2) as described previously [2-
5,9]. The growth of batch culture was monitored by changes in optical density (OD) by 
Spectro UV-Vis Auto spectrophotometer (Labomed, USA). Specific growth rate was 
calculated as ln2/doubling time of OD within a logarithmic growth phase, and it was 
expressed as h–1 [2-5].The medium Eh was determined during R. sphaeroidesanaerobic 
growth by potentiometric method using a pair of redox electrodes: platinum (Pt) and 
titanium-silicate (Ti-Si) electrodes [2-5]. The H2 yield was calculated by the decrease of Eh 
to low negative values during bacterial growth and expressed in mmol/L[2-5].ATPase 
activity of R. sphaeroides membrane vesicles was estimated by the liberation of inorganic 
phosphate (Pin) in the reaction with ATP by themethod of Taussky and Shorr [2-5]. Various 
reagents of analytical grade were used in this study. Each experiment was repeated three 
times to determine deviation, which is presented as error bars on the figures.  

 
Results and discussion 
 
The growth was monitored during R. sphaeroides cultivation in media containing 

different carbon source combinations. The results were compared with the control, which 
contained 30 mM succinate as a carbon source. Bacteria grown under mixed carbon 
fermentation conditions exhibited slight increase of specific growth rate, compared with 
control (Fig. 1). 
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Fig. 1. Specific growth rate of R. sphaeroides MDC6521 during mixed carbon fermentation. 
 
As for the H2 production, during mixed carbon fermentation conditions, the change 

was significant in case of glycerol, but not the glucose addition (Table 1). There was a ~2.3 
fold increase of H2yield after 72 hours of growth, compared with control. Since, such an 
increase in H2 yield couldn’t be explained by bacterial growth enhancement only, 
membrane associated systems should be examined to find out the possible causes.   

 
Table 1.The effect of mixed carbon fermentation on H2yield ofR. sphaeroidesMDC6521. 

 
H2 yield, mmol/L (72 hours of growth) 

Control (30 mM succinate) 2.2 ±0.1 

15 mM succinate + 15 mM glucose 2.12 ±0.1 

15 mM succinate + 15 mM glycerol 5.06 ± 0.2 
 
Consequently, we have analyzed effect of mixed carbon fermentation on DCCD-

inhibited FoF1-ATPase activity of  R. sphaeroides MDC6521membrane vesicles. The 
results show that bacteria grown in a medium containing glucose and glycerol (15 mM) in 
addition to succinate (15 mM), exhibit an increased FoF1-ATPase activity of membrane 
vesicles obtained from them (Fig. 2). 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fig.2. DCCD-sensitive ATPase activity of membrane vesicles of R. 
sphaeroides MDC6521 during mixed carbon fermentation. 
 

 
Significant ~1.7 fold increase of DCCD sensitive ATPase activity was obtained with 

glycerol addition compared with control (30 mM succinate).Since it had a positive effect 
both on bacterial growth and H2 production, further experiments will be performed to obtain 
the optimal succinate/glycerol ratio to get the maximum H2 yield.The role of FoF1-ATPase 
in bioenergetics of R. sphaeroides during mixed carbon fermentation can also be considered 
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in application in biotechnology as a tool to interfere the hydrogen metabolism in these 
bacteria. 
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In dried vine fruit production much attention is paid to the development of technologies and 
methods for inhibition the growth and evolution of potentially toxigenic fungi. The most effective 
method to limit the fungi growth is the treatment of raw grape with sulfur dioxide. However, the 
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usage of SO2 is limited by international sanitary regulations. The purpose of this work is to identify 
the correlation between sulfur dioxide content and the contamination degree of dried vine fruits by 
filamentous fungi, as well as to determine if the quantity of sulfur dioxide in dried vine fruits sold in 
Armenia meets the requirements presented in international sanitary rules and regulations. 

Sulfur dioxide – dried vine fruit – grape – filamentous fungi 
 
âáñ³óñ³Í Ë³ÕáÕÇ ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý Ù»ç Ù»Í áõß³¹ñáõÃÛáõÝ ¿ ¹³ñÓíáõÙ åáï»ÝóÇ³É Ãáõ-

Ý³ÍÇÝ ÙÇó»ÉÇ³É ëÝÏ»ñÇ ³×Á ¢ ½³ñ·³óáõÙÁ ³ñ·»É³ÏáÕ ï»ËÝáÉá·Ç³Ý»ñÇÝ ¢ Ù»Ãá¹Ý»ñÇÝ: êÝÏ»ñÇ 
³×Ç ë³ÑÙ³Ý³÷³ÏÙ³Ý ³Ù»Ý³³ñ¹ÛáõÝ³í»ï Ù»Ãá¹Ý ¿ ÑáõÙù³ÛÇÝ Ë³ÕáÕÇ Ùß³ÏáõÙÁ ÍÍÙμÇ »ñÏûù-
ëÇ¹áí (SO2): ê³Ï³ÛÝ SO2-Ç ÏÇñ³éáõÙÁ ë³ÑÙ³Ý³÷³Ïí³Í ¿ ÙÇç³½·³ÛÇÝ ë³ÝÇï³ñ³Ï³Ý Ï³Ýá-
Ý³Ï³ñ·»ñáí: ²Ûë ³ßË³ï³ÝùÇ Ýå³ï³ÏÝ ¿ª áñáß»É SO2-Ç å³ñáõÝ³ÏáõÃÛ³Ý ¢ ÙÇó»ÉÇ³É ëÝÏ»ñáí 
ãáñ³óñ³Í Ë³ÕáÕÇ ³Õïáïí³ÍáõÃÛ³Ý ³ëïÇ×³ÝÇ ÙÇç¢ Ï³åÁ, ÇÝãå»ë Ý³¢ μ³ó³Ñ³Ûï»É Ã» Ð³-
Û³ëï³ÝáõÙ Çñ³óíáÕ ãáñ³óñ³Í Ë³ÕáÕáõÙ SO2-Ç å³ñáõÝ³ÏáõÃÛáõÝÁ áñù³Ýáí ¿ Ñ³Ù³å³ï³ë-
Ë³ÝáõÙ ÙÇç³½·³ÛÇÝ ë³ÝÇï³ñ³Ï³Ý Ï³ÝáÝ»ñÇÝ ¢ ÝáñÙ»ñÇÝ: 

ÌÍÙμÇ »ñÏûùëÇ¹ –ãáñ³óñ³Í Ë³ÕáÕ – Ë³ÕáÕ – ÙÇó»ÉÇ³É ëÝÏ»ñ 
 
В производстве сушеного винограда большое внимание уделяется технологиям и ме-

тодам ингибирования роста и развития потенциально токсигенных грибов. Самым эффек-
тивным методом для лимитирования роста грибов является обработка сырьевого винограда 
диоксидом серы. Однако, использование SO2 лимитировано международным санитарным 
законодательством. Целью настоящей работы является выявление корреляции между 
содержанием диоксида серы и степенью контаминации сушеного винограда мицелиальными 
грибами; а также определение соответствия международным санитарным правилам и нормам 
количества диоксида серы в сушеном винограде реализуемом в Армении. 

Диоксид серы  – сушеный виноград  – виноград – мицелиальные грибы 
 
Favorable climatic conditions in countries with well-developed viticulture contribute 

to the spreading of mold fungi potential producers of ochratoxin A (OTA). As a result of 
mycological analyzes carried out by many authors in different countries OTA was 
frequently detected in grapes and grape derived products, especially in different types of 
dried vine fruits [1, 2, 9, 10].  In order to reduce the risks of contamination of the final 
product during dried vine fruit production much attention is paid to the development of 
technologies and methods for inhibition the growth and evolution of mycotoxigenic 
filamentous fungi. The use of appropriate agrotechnical means and fungicides in grape 
cultivation can significantly prevent the growth of fungi and contamination of final product 
by toxigenic species [6]. In post harvest period, the most effective method for limiting the 
development of mold fungi is the treatment of raw grape with sulfur dioxide [8].  

Sulfur dioxide (SO2) is used in both gas state and powder form of its sulphite, 
bisulphite and metabisulphite salts. These compounds are considered relatively strong 
preservatives because of their strong antimicrobial activity. It also acts as an antioxidant 
that prevents oxidative processes, which results in a discoloration of final product [3]. 
Some sultana and raisin types of grape are treated with sulfur dioxide for getting a lighter 
and golden color [7]. Sulfitation of row materials is usually carried out by gas fumigation 
or immersion in 2-3% sulfuric acid solution. In Armenia dry sulfitation is widely accepted. 

However, it was reported that the residual amount of sulfur dioxide can have a 
dangerous effect on the health of consumer. Food intake with sulfite content, according to 
Settipane [16], caused acute allergic reactions in humans and anaphylactic shock with a 
fatal outcome. It is also known about dangerous effect of SO2 on asthmatic patients [18]. 
SO2 and sulfites greatly reduce the absorption of vitamin B1 in human organism, which can 
lead to a number of health problems, such as chronic headaches and impairment of 
memory. The residual amount of SO2 in the grapes and in the products of its processing 
should not exceed the limit of 1500 mg / kg, established by the Codex Alimentarius [4]. 

The purpose of this work is to identify the correlation between sulfur dioxide content 
and the contamination degree of dried vine fruits by filamentous fungi, as well as to 
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determine if the quantity of sulfur dioxide in different varieties of dried vine fruits sold in 
Armenia meets the requirements presented in international sanitary rules and regulations. 

 
Materials and methods  
Mycological analyses of dried vine fruit samples were carried out with direct planting 

and serial dilution planting methods [12]. The dilution includes following steps: 1) shaking 
the product suspension for 15 minutes on a shaker; 2) infusion for 10 minutes; 3) 
preparation of serial dilutions 1:10 and 1: 100; 4) surface plating from dilutions on nutrient 
mediums. Plates were incubated at 25±1 °C for 7 days. Following nutrient mediums were 
used: CYA (Chapek-Yeast Agar medium, HiMedia Ltd.), GYA (Glucose-Yeast Agar 
medium, HiMedia Ltd.), and MEA (Malt-Extract Agar medium, HiMedia Ltd.). 

The quantity of microscopic fungi in 1 g food was detected according to NF ISO 7698-
91 [5]: 

dn 0.1n
Cω

)( 21 
   

 
С –sum of colonies of fungi grown in all dishes;  d – dilution coefficient; 
n1 – number of dishes used for I dilution;  n2 – number of dishes used for II dilution.  
The quantity of SO2 in dried vine fruit samples was determined by aspiration method 

[20]. The method consists of 3 stages:  
1. Determination of free SO2 – involves aspiration a mixture of sample homogenate 

and 25% phosphoric acid solution, for 15 minutes and titration with 0.01M NaOH solution 
until an olive green color appears. Registration of title value (A). 

2. Determination of bound SO2 - involves aspiration 15 min and simultaneously 
heating solution with content of a sample homogenate. Titration of solution with 0.01 M 
NaOH until an olive green color appears. Registration of title value (B). 

3. Calculation 
 

Free SO2 (mg/l)  Bound SO2 (mg/l) 

 
Total SO2 (mg/l) = Free SO2 (mg/l) + Bound SO2 (mg/l), 
M = molarity of the NaOH solution,  V = sample volume 
 
Results and discussion 
In recent years the volume of imports of dried vine fruit exceeds the volume of its 

production in Armenia [17]. Dried grape are imported into Armenia mainly from Turkey, 
Iran, as well as from other countries: Uzbekistan, Kazakhstan and USA (California). The 
results showed that the contamination level of Armenian, Uzbek and Kazakh dried vine 
fruits by filamentous fungi often exceeds the maximum permissible level of this parameter 
presented in local and international sanitary rules and regulations (table 1). According to 
SanPin 2.3.2.1078-01 maximum permissible amount of diasporas of molds in 1 g of dried 
vine fruit is 5 x102 CFU/g. 
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Table 1. The number of fungi species in genera isolated from dried grape produced in different 
countries and the contamination level of samples 

* Sometimes it was difficult to find out exactly from which country (Iran or Turkey) the product was imported 
 

In order to identify the correlation between content of sulfur dioxide (SO2) and 
contamination level of dried vine fruit by filamentous fungi, the quantities of bound and 
free sulfur dioxide were determined in 30 samples of dried vine fruits by aspiration method. 
The high total amount of sulfur dioxide up to 1350 mg/kg was observed in Iranian and 
Turkish samples (seedless variety) (Fig. 1). The contamination degree of these dried vine 
fruit samples (sultana) by micromycetes did not exceed the value of 1.9x102 CFU/g. In 
local produced samples of white varieties of dried vine fruit the content of bound and free 
sulfur dioxide met the requirements of Codex Alimentarius Commission [4]. 

At the 30 mg/kg residual amount of sulfur dioxide the contamination level of samples by 
fungi exceeded the value of 7.4x102 CFU/g. This does not meet the microbiological safety 
requirements set out in SanPiN 2.3.2.1078-01 [14]. The content of "free" sulfur dioxide (SO2) 
in Iranian and Turkish samples was in range of 45 - 80 mg/kg. The inhibitory effect of SO2 on 
quantity of viable spores - potential producers of ochratoxin A occurred when the residual 
amount of free sulfur dioxide was 60 mg/kg. In analyzed samples of Iranian and Turkish dried 
vine fruit the total content of sulfur dioxide was 900 - 1350 mg/kg, which did not exceed the 
maximum allowable concentrations. But it was very high and could harm consumer with 
diseases in upper respiratory tract. The total content of sulfur dioxide in samples of Armenian 
white dried vine fruit was detected within 600 - 800 mg/kg. Sporulation degree of these 
samples was in rang of 2.3x102- 7.4x102 CFU/g (Fig. 1). 

 
Fig. 1.Correlation between SO2content in dried vine fruit and their contamination level by filamentous fungi  
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Dried vine fruit produced from black or dark red grape varieties are not treated with 
sulfur dioxide, which causes the high contamination degree of black dried vine fruit 
samples by filamentous fungi. The results of mycological analysis of 11 Armenian black 
dried vine fruit samples showed high contamination levels of analyzed samples by 
micromycetes: in range of 4.6х103– 4.3х104 CFU/g.  

Sulfur dioxide and its derivatives have long been used for treatment of raw grape as a 
preservative inhibiting the development of mold-forming fungi and other microorganisms. 
Previously, SO2 was included in the list of safe chemicals, for which no control was 
required. But based on the results of studies that proved its dangerous effect on the human 
health, today its quantity in food products is limited by the international sanitary rules and 
norms. For this reason many scientific works are done to find safe biological methods to 
prevent contamination of food products by filamentous fungi. 
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Transmission of pain from periphery to the cortex depends on integration and signal 

processing within spinal cord and higher structures of brain. Several molecular and biochemical 
mechanisms contribute to the phenomenon of sensitization and persistent pain, wherein every 
nociceptive factor has its own specific way of action.  

The aim of this work is to observe the influence of different noxious agents on serotonin and 
adenosine level changes in different regions of central nervous system using as a background the 
modified version of classic formalin test. 

We determined the levels of adenosine and serotonin evoked by formalin, capsaicin and 
Freund’s adjuvant injection in the lumbar segment of the spinal cord and hippocampus using HPLC 
technique. 

The role of abovementioned mediators at different levels of nociceptive information 
transmission is discussed. 

pain, modification of formalin test, serotonin, adenosine, high performance liquid 
chromatography. 

 
ò³í³ÛÇÝ ³½¹³ÏÝ»ñÇ ÷áË³¹ñáõÙÁ Í³Ûñ³Ù³ëÇó ¹»åÇ ·ÉËáõÕ»ÕÇ Ï»Õ¢ Ï³Ëí³Í ¿ 

áÕÝáõÕ»ÕáõÙ ¢ ·ÉËáõÕ»ÕÇ Ï³éáõóí³ÍùÝ»ñáõÙ ÇÝï»·ñ³óÇ³ÛÇó ¢ ³½¹³ÏÇ åñáó»ëÇÝ·Çó: ´³½Ù³ÃÇí 
ÙáÉ»ÏáõÉ³ÛÇÝ ¢ Ï»Ýë³ùÇÙÇ³Ï³Ý Ù»Ë³ÝÇ½ÙÝ»ñ Ñ³Ý·»óÝáõÙ »Ý ë»ÝëÇïÇ½³óÇ³ÛÇ ¢ Ñ³ñ³ï¢ ó³íÇ 
³é³ç³óÙ³Ý, áñï»Õ Ûáõñ³ù³ÝãÛáõñ ó³í ³é³ç³óÝáÕ ·áñÍáÝ áõÝÇ Çñ Ûáõñ³Ñ³ïáõÏ ·áñÍ»É³á×Á: 

²ßË³ï³ÝùÇ Ýå³ï³ÏÝ ¿ ¹Çï³ñÏ»É ï³ñμ»ñ ó³í ³é³ç³óÝáÕ ³·»ÝïÝ»ñÇ ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ 
ë»ñáïáÝÇÝÇ ¢ ³¹»Ýá½ÇÝÇ ÏáÝó»Ýïñ³óÇ³ÛÇ íñ³ Ï»ÝïñáÝ³Ï³Ý ÝÛ³ñ¹³ÛÇÝ Ñ³Ù³Ï³ñ·Ç ï³ñμ»ñ 
μ³ÅÇÝÝ»ñáõÙ` ÑÇÙù ÁÝ¹áõÝ»Éáí ¹³ë³Ï³Ý ýáñÙ³ÉÇÝ³ÛÇÝ Ã»ëïÇ Ùá¹ÇýÇÏ³óí³Í ï³ñμ»ñ³ÏÁ: 

Ø»ñ ÏáÕÙÇó áñáßí»É ¿ ýáñÙ³ÉÇÝÇ, Ï³åë³ÇóÇÝÇ ¢ üñáÛÝ¹Ç ³¹Ûáõí³ÝïÇ ³é³ç³óñ³Í ó³íÇ 
³ñ¹ÛáõÝùáõÙ ³¹»Ýá½ÇÝÇ ¢ ë»ñáïáÝÇÝÇ ÏáÝó»Ýïñ³óÇ³Ý áÕÝáõÕ»ÕÇ ·áïÏ³ÛÇÝ μ³ÅÝáõÙ ¢ ÑÇåá-
Ï³ÙåáõÙ μ³ñÓñ ³ñ¹ÛáõÝ³í»ïáõÃÛ³Ý Ñ»ÕáõÏ³ÛÇÝ ùñáÙ³ïá·ñ³ýÇ³ÛÇ »Õ³Ý³Ïáí:  

øÝÝ³ñÏí³Í ¿ í»ñÁ Ýßí³Í ÙÇçÝáñ¹³ÝÛáõÃ»ñÇ ¹»ñÁ ó³í³ÛÇÝ ï»Õ»Ï³ïíáõÃÛ³Ý ÷áË³ÝóÙ³Ý 
ï³ñμ»ñ Ù³Ï³ñ¹³ÏÝ»ñáõÙ: 

ó³í, ýáñÙ³ÉÇÝ³ÛÇÝ Ã»ëïÇ Ùá¹ÇýÇÏ³óÇ³, ë»ñáïáÝÇÝ, ³¹»Ýá½ÇÝ, μ³ñÓñ ³ñ¹ÛáõÝ³-
í»ïáõÃÛ³Ý Ñ»ÕáõÏ³ÛÇÝ ùñáÙ³ïá·ñ³ýÇ³:  

 
Трансмиссия боли с периферии в кору головного мозга зависит от интеграции и 

процессинга в спинном мозге и высших структурах головного мозга. Различные молекулярные 
и биохимические механизмы вовлечены в феномен сенситизации и пролонгированной боли, 
при этом каждый ноцицептивный фактор имеет свой специфический путь влияния. 

Целью данного исследования является изучение влияния различных боль-индуцирую-
щих факторов на уровне серотонина и аденозина в различных участках центральной нервной 
системы с использованием модифицированной модели классического формалинового теста. 

Нами было проведено определение уровня серотонина и аденозина в люмбарном сег-
менте спинного мозга, а также в гиппокампе с применением высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. 

Обсуждается роль вышеотмеченных медиаторов на различных уровнях передачи 
ноцицептивной информации. 

боль, модифицированный формалиновый тест, серотонин, аденозин, высокоэффектив-
ная жидкостная хроматография. 
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Introduction 
 
The amazing property of our nervous system is detecting and interpreting a wide range 

of thermal and mechanical stimuli, environmental and endogenous chemical irritants. When 
intense, these stimuli generate acute pain, and the setting of persistent injury, both 
peripheral and central nervous system components of the pain transmission pathway exhibit 
tremendous plasticity, enhancing pain signals and producing hypersensitivity. When 
plasticity facilitates protective reflexes, it can be beneficial, but when the changes persist, a 
chronic pain condition may result. Biochemical, electrophysiological and pharmacological 
studies are elucidating the molecular mechanisms that underlie detection, coding, and 
modulation of noxious stimuli that generate pain.  

In functioning of nociceptive and antinociceptive systems a special modulating role 
belongs to different neurotransmitters and meuromediators, particularly serotonin and 
adenosine.  

Serotonin is a mediator in central nervous system, which participates in sensation of 
pleasure, comfort, regulation of cognitive functions, appetite, sleep/awake processes. The 
pathways in nervous system which participate in perception of painful signals intersect with 
those which participate in regulation of emotional status, particularly on serotonin level. 

Results of some investigations have shown a spinal analgesic action of 5-HT released 
from brainstem structures [20, 21]. Since 1969, researchers have investigated stimulation-
induced analgesia, which reveals that serotonin (5-HT) excites inhibitory interneurons, 
resulting in inhibition of dorsal horn neurons [9].  

It is shown that the reduction of serotonin concentration leads to attenuation of 
analgesic effect [3], reduction of pain threshold [10] a higher frequency of pain syndrom 
development.  

Serotonin reuptake inhibitors in certain cases are used to reveal the chronic pain. It is 
supposed, that the analgesic effect of serotonin can be partly mediated by endogenous 
opioid system as serotonin promotes the release of beta-endorphin from anterior pituitary 
cells [22].  

Contemporaneously it is proven that exogenous serotonin induces a severe pain in the 
site of injection. Presumably serotonin along with histamine and prostaglandins plays a role 
in development of pain impulsation in the locus of injury or inflammation affecting the 
corresponding receptors in target tissues [19]. 

The stimulation of large sensory fibers leads to the release of adenosine triphosphate 
(ATP) from their terminals in posterior horns of spinal cord. The ATP then transforms into 
adenosine, which affecting the specific A1 receptors blocks the transport of nociceptive 
information in synapses of thin sensory fibers. However depending on dose adenosine can 
demonstrate an opposite effect, enhancing nociception. Thus, adenosine is considered as 
neurotransmitter, which has a modulatory effect on pain formation mechanisms [18]. 

The aim of this work is to observe the effect of different noxious agents in some 
regions of nervous system on serotonin and adenosine level using modified model of 
classic formalin test. 

 
Materials and methods 
 
In this study male albino rats were used weighting 200-250g. The animals were 

housed in plastic cages by six. The minimal adaptation period was 10 days. The rats were 
kept in 12 hour light/dark cycle with food and water ad libitum. The experiments were 
approved by Ethics Committee of Yerevan State Medical University.  

In our experiments 7 groups were used: 1. Control group, 2. Single injection of 5% 
formalin solution, 3. Two subsequent injections of 5% formalin solution with five days 
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interval, 4. Two subsequent injections of Freund’s adjuvant with 5 days interval, 5. Two 
subsequent injections of capsaicin, 6. Two subsequent injections of 10% and 5% formalin 
solution respectively with 5 days interval, 7. Two subsequent injections of 5% formalin 
with 5 days interval, where gabapentin was administrated 10 minutes before the second 
injection. 

Formalin test. In our experiments we used the modification of classic formalin test by 
adding the second injection of noxious agent with five days interval. Before any injections 
rats were let in glass chamber for adaptation for 15 minutes. A 5% formalin solution 
(0.5ml/kg) was subcutaneously injected into the dorsal surface of hind paw. After injection 
each animal was returned into the glass chamber with a glass in the bottom to observe limb 
position changes hidden from frontal view. The pain behavior was registered for an hour 
using a computer program (Lab View, National Instruments) written by us [6], which 
allows to record animal’s per second pain behavior using the scale from 0 to 4, where 0 – 
there is no pain behavior, 1- the injected paw changes its position but is still in the contact 
with the floor of chamber, 2- the injected paw is over the chamber floor and there is no 
contact with any surface, 3- the injected paw is flinched, 4- the injected paw is licked. Pain 
behaviors are expressed during each period of three minutes intervals during the initial 
acute phase (0–10 min) or the second, tonic phase (15–60 min). The animals undergo 
euthanasia immediately after the end of experiment with a Nembutal solution (100mg/kg). 

High performance liquid chromatography (HPLC). Samples were taken from rat 
spinal cord, hippocampus and prefrontal cortex immediately after the decapitation within a 
minute. All the samples were freezed, then homogenized, centrifuged in 20000 rpm. 
Sample preparation: a protein precipitation technique was used by adding 3 times more 
acidified acetonitrile. After the centrifugation with 12000 rpm speed the supernatant was 
transferred to LC-MS. The mobile phase had the following composition: 0.1% formic acid 
aqueous solution: acetonitrile 60:40. The flow rate was 0.4 mL/min, injection volume was 
10mcL. 268.0-136.0 MRM transition was used for Adenosine MS detection and 177.0-
160.0 MRM transition was implied for serotonin MS detection. The calibration curve used 
covered concentrations between 6.5 ng/ml and 650 ng/ml for quantitation of adenosine, and 
10 ng/mL and 10 mcg/mL for quantitation of serotonin. 

Staistical analysis. Statistical analysis was performed by the one-way ANOVA (IBM 
SPSS version 23.0 and MS Excel 2007). A multiple comparison Post Hoc Test (Tukey) was 
applied to identify groups differing significantly from each other using Bonferroni 
correction. Data were reported as mean ± SEM. 

 
Results and discussion 
 
As results of our experiments demonstrated, formalin injection into the dorsal surface 

of the left hind paw led to a two-phase pain response: first phase starts immediately after 
injection of noxious agent and lasts until 10 min and the second tonic phase, which starts at 
15 minutes and lasts until 60 min. 
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Fig. 1. The value of the pain response (the values shown on vertical axis are obtained by summation of per second 
pain behavior of experimental animals after injection of noxious agent during the first 15 minutes, where 0 = the 

injected paw is not favored, 1 = injected paw has little or no weight on it, 2 = the injected paw is elevated and there 
is no contact with any surface, 3=the injected paw is flinched or shaken, 4 = the injected paw is licked) in the 

injected paw in the first phase during single and double injections of noxious agent in the modified formalin test. 
 

 
Fig. 2. The value of pain response after formalin injection during the last 45 minutes (the pain intensity is 

calculated as in Fig. 1) in the injected paw in the second phase during single and double injections  
in the modified formalin test. 

 
As it can be seen from the results, all the noxious agents (formalin, capsaicin, Freund’s 

adjuvant) demonstrated similar patterns in both phases. In the first phase, in double 
formalin group, the value of the second injection was higher. The formalin+gabapentin 
group did not demonstrate any changes in first phase, which is in agreement with literature 
data [1, 16], indicating that gabapentin does not affect the acute phase in formalin test. In 
the group with subsequent injection of 10% and 5% formalin the first injection value is 
higher as it could be expected, but in the second injection the pain value significantly 
lowers. Both, capsaicin and Freund’s adjuvant, demonstrate a similar pattern with formalin, 
showing lower values. 
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Concerning to the second phase, in almost all groups the second injection value was 
lower, than the first one. The lowest value compared with the first injection reveals the 
group with subsequent injections of 10% and 5% formalin. Gabapentin significantly 
lowered the second phase of the formalin test.  

 
HPLC results 

 
Fig. 3. The quantitative definition of serotonin in rat spinal cord and hippocampus measured by HPLC 

 

 
Fig. 4. The quantitative definition of adenosine in rat spinal cord and hippocampus measured by HPLC 
 
As figure 3 show, the highest level of serotonin can be observed in the group with 

single injection of 5% formalin. The injection of formalin increases serotonin level both in 
spinal cord and hippocampus [17].  

The slight changes of serotonin level were observed in all the other groups. Some 
literature data indicate, that the injection of Freund’s adjuvant significantly increases the 
serotonin level both in spinal cord and in hippocampus [4]. The minor changes can be 
explained presumably by insufficient time for inflammation to develop. In the group with 
subsequent injection of 10% and 5% formalin the low concentration of serotonin can be 
explained most likely by the increased pain threshold, which is likewise observed in 
formalin test in both first and second phases.  
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Interestingly in formalin+gabapentin group the serotonin level was about zero, despite 
some works indicate, that gabapentin increases blood serotonin [12]. 

Gabapentin decreased the serotonin level both in spinal cord and in hippocampus. 
However, several observations are consistent with the idea that gabapentin modulates Ca2+ 

channels, particularly if channels are modulated in a subtle manner. It is possible, that 
inhibition of monoamine neurotransmitter release [2,13,15] is caused by an interaction of 
gabapentin with Ca2+ channels. However, there are there are some results, indicating that 
gabapentin increases the concentration of serotonin in whole blood [12]. These authors 
speculate, that increased serotonin might be due to changes in serotonin metabolism or 
uptake in platelets. 

The inhibitory action of serotonin on structures of the dorsal horn may be mediated by 
activation of opioid-releasing interneurons. In animal models the opioid antagonists 
attenuate the analgesic effect of intraspinal serotonin; similarly, serotonin antagonists 
interfere with analgesic effects of morphine infused in or near the spinal cord [8].  

Serotonin is released in spinal cord by descending systems that modulate 
somatosensory transmission and can potently depress primary afferent-evoked synaptic 
responses in dorsal horn neurons.  

Additionally, serotonin receptor antagonists, given to rats intrathecally, inhibited 
experimental pain response [5], suggesting, that excitatory serotoninergic descending 
pathways facilitate the expression of pain. It is likely, that serotonin inhibits, as well as 
promotes pain perception by different physiological mechanisms [7]. 

As it can be seen from Fig. 4, the highest level of adenosine is observed in the group 
with subsequent injection of 10% and 5% formalin both in spinal cord and hippocampus. 
Interestingly, the concentration of adenosine lowered while administrating gabapentin. 

Adenosine regulates pain transmission in the spinal cord and in the periphery, and a 
number of agents can alter the extracellular availability of adenosine and subsequently 
modulate pain transmission, particularly by activation of adenosine A1 receptors.  

Moreover, there is a significant increase of adenosine level in Freund’s adjuvant and 
capsaicin groups in spinal cord and hippocampus. The use of capsaicin (which activates 
receptors selectively expressed on C-fibre afferent neurons and produces neurotoxic actions 
in certain paradigms) allows for an interpretation of C-fibre involvement in such processes. 
In the spinal cord, adenosine availability/release is enhanced by depolarization (K+, 
capsaicin, substance P, N-methyl-D-aspartate (NMDA)), by inhibition of metabolism or 
uptake (inhibitors of adenosine kinase (AK), adenosine deaminase (AD), equilibrative 
transporters), and by receptor-operated mechanisms (opioids, 5-hydroxytryptamine (5-HT), 
noradrenaline (NA)). Some of these agents release adenosine via an equilibrative 
transporter, indicating production of adenosine inside the cell (K+, morphine), while others 
release nucleotide which is converted extracellularly to adenosine by ecto-5'-nucleotidase 
(capsaicin, 5-HT). Release can be capsaicin-sensitive, Ca2+-dependent and involve G-
proteins, and this suggests that within C-fibres, Ca2+-dependent intracellular processes 
regulate production and release of adenosine. In the periphery, adenosine is released from 
both neuronal and non-neuronal sources. ATP is released both spinally and peripherally 
following inflammation or injury, and may be converted to adenosine by ecto-5'-
nucleotidase contributing an additional source of adenosine. Release of adenosine from 
both spinal and peripheral compartments has inhibitory effects on pain transmission [14]. 

 
Conclusion 
 
The pain information in the CNS is controlled by ascending and descending regulatory 

systems, in which endogenous substances play a modulatory role. 
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Serotonin acts substantially on spinal cord level, and affects descending pain pathway. 
It is important to mention, that classic formalin test, which proposes a single injection of 
formalin, significantly increases serotonin level in spinal cord. So it can be considered as 
“early” stimulation-produced mediator.  

Possibly, the stimulus intensity is also related with serotonin release. Interestingly it is 
in agreement with our results of formalin test. It represents the second phase. In formalin 
test all the second injections are lower compared with the first injections. Concerning to 
adenosine, it is possibly a “late” mediator. Adenosine represents the first phase of formalin 
test respectively with first and second injections.  

Presumably, regulation of descending inhibitory modulation proposes, that or higher 
brain areas directly communicate with descending nociceptive fibers, either this 
communication is polysynaptic, acting through intermediate relays.  

So our results let us to conclude, that the route from higher brain areas is not direct and 
depends on variety of factors, i.e. stimulus intensity, type of injury, number of injections, 
thus, the intermediate levels of descending pain pathway can undergo changes, affecting the 
level of mediators at spinal cord level. 
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Currently are shown rapid growth of polyamines and nitric oxide (NO) quantities in blood 

serum during malignant tumors in different organs. Increased NO generation in cancer cells may 
contribute to tumor angiogenesis and metastatic ability by up-regulating vascular endothelial growth 
factor. The goal of workwas to researchin human blood serum the changes of polyamines and NO 
quantities in different stages of prostate and bladder cancer. Polyamines and NO quantities were 
determined in blood serum of 11 healthy individuals (34-63 years old) and patients with prostate (28) 
and bladder (20) cancers (48 patient,I-III stages, 44-73 years old) who were hospitalized in the 
National Centre of Oncology RA aft. V.A. Fanarjyan. Total polyamines quantity compared with 
standard was increased by42.5%, 54.5% and 76.8%, respectively in I, II and IIIstages of prostate 
cancer, and 59.5%, 64.8% and 87.9%, respectively in I, II and IIIstages of bladder cancer.The 
quantity of nitrite anions was increased by 125% in prostate and bladder cancers patients blood 
serum.The increase of NO and polyamines concentrations in blood serum in earlier stages and the 
increase in parallel to cancer development confirm, that this metabolic pathway of L-arginine has a 
significant role in promoting tumor growth and development. We suggest that downstream of 
polyamines and NO quantities might have antitumor effect on cancer development. 

cancer, polyamine, NO, arginase, tumorigenesis, antitumor potential 



 

 126

Ü»ñÏ³ÛáõÙë óáõÛó ¿ ïñí³Í åáÉÇ³ÙÇÝÝ»ñÇ¢ NO-Ç ù³Ý³ÏáõÃÛ³Ý ÏïñáõÏ ³×Á ³ñÛ³Ý ßÇ×áõÏáõÙ 
ï³ñμ»ñ ûñ·³ÝÝ»ñáõÙ ã³ñáñ³Ï áõéáõóùÝ»ñÇ ³éÏ³ÛáõÃÛ³Ý Å³Ù³Ý³Ï: ø³ÕóÏ»Õ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ NO-
Ç ¢ åáÉÇ³ÙÇÝÝ»ñÇ ³ñï³¹ñÙ³Ý ³×Á Ï³ñáÕ ¿ Ýå³ëï»É áõéáõóùÇ ³Ý·Çá·»Ý»½ÇÝ ¢ Ù»Í³óÝ»É 
Ù»ï³ëï³ïÇÏ ÑÝ³ñ³íáñáõÃÛáõÝÝ»ñÁª ËÃ³Ý»Éáí ³ÝáÃ³ÛÇÝ ¿Ý¹áÃ»ÉÇ³É ³×Ç ·áñÍáÝÁ: Ø»ñ 
Ñ»ï³½áïáõÃÛ³Ý Ýå³ï³ÏÝ ¿ áõëáõÙÝ³ëÇñ»É Ù³ñ¹áõ ³ñÛ³Ý ßÇ×áõÏáõÙ åáÉÇ³ÙÇÝÝ»ñÇ¢ NO-Ç 
ù³Ý³ÏáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñÁ ß³·³Ý³Ï³·»ÕÓÇ ¢ ÙÇ½³å³ñÏÇ ù³ÕóÏ»ÕÇ ½³ñ·³óÙ³Ý ï³ñμ»ñ 
³ëïÇ×³ÝÝ»ñÇ Å³Ù³Ý³Ï: äáÉÇ³ÙÇÝÝ»ñÇ¢ NO-Ç ù³Ý³Ï³Ï³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÝ»ñÁ áõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ 
11 ³éáÕç ³ÝÑ³ïÇ (34-63 ï³ñ»Ï³Ý), ß³·³Ý³Ï³·»ÕÓÇ ¢ ÙÇ½³å³ñÏÇ ù³ÕóÏ»Õ áõÝ»óáÕ ÑÇí³Ý¹Ý»ñÇ 
³ñÛ³Ý ßÇ×áõÏáõÙ (48 ÑÇí³Ý¹, I-III ³ëïÇ×³Ý, 44-73 ï³ñ»Ï³Ý), áñáÝù Ñ»ï³½áïáõÃÛ³Ý »Ý ·ñ³Ýóí»É 
ü³Ý³ñçÛ³ÝÇ ³Ýí³Ý ÐÐ àõéáõóù³μ³Ý³Ï³Ý ²½·³ÛÇÝ Î»ÝïñáÝáõÙ: Þ³·³Ý³Ï³·»ÕÓÇ ù³ÕóÏ»ÕÇ 
¹»åùáõÙ åáÉÇ³ÙÇÝÝ»ñÇ ·áõÙ³ñ³ÛÇÝ ù³Ý³ÏÁ ³éáÕç ËÙμÇ Ñ³Ù»Ù³ï ³×áõÙ ¿ 42.5%, 54.5% և 
76.8%-áí, ÇëÏ ÙÇ½³å³ñÏÇ ù³ÕóÏ»ÕÇ Å³Ù³Ý³Ïª 59.5%, 64.8% ¢ 87.9%-áí, Ñ³Ù³å³ï³ëË³Ý³μ³ñ 
ù³ÕóÏ»ÕÇ ½³ñ·³óÙ³Ý I, II ¢ III ³ëïÇ×³ÝÝ»ñáõÙ: êï³óí³Í ³ñ¹ÛáõÝùÝ»ñÁ óáõÛó »Ý ïí»É, áñ ëïáõ·Çã 
ËÙμÇ Ñ³Ù»Ù³ï ³ñÛ³Ý ßÇ×áõÏÇ ÝÇïñÇï ³ÝÇáÝÝ»ñÇ ù³Ý³ÏÁ ß³·³Ý³Ï³·»ÕÓÇ ¢ ÙÇ½³å³ñÏÇ 
ù³ÕóÏ»ÕÇ ¹»åùáõÙ ³×áõÙ ¿ 125%-áí: ÐÇí³Ý¹áõÃÛ³Ý í³Õ ÷áõÉ»ñáõÙ åáÉÇ³ÙÇÝÝ»ñÇ¢ NO-Ç ù³-
Ý³ÏáõÃÛ³Ý ³×Á ³ñÛ³Ý ßÇ×áõÏáõÙ ¢ Ñ»ï³·³ μ³ñÓñ³óáõÙÁ ½³ñ·³óÙ³Ý ³ëïÇ×³ÝÇÝ ½áõ·³Ñ»é` 
Ñ³ëï³ïáõÙ ¿ L-³ñ·ÇÝÇÝÇ ÝÛáõÃ³÷áË³Ý³Ï³ÛÇÝ áõÕÕáõ ³Ûë Ù»ï³μáÉÇïÝ»ñÇ Ï³ñ¢áñ³·áõÛÝ ¹»ñÁ 
áõéáõóùÇ ³×Ç ËÃ³ÝÙ³Ý ¢ ½³ñ·³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óÝ»ñáõÙ: Ø»Ýù »½ñ³Ï³óÝáõÙ »Ýù, áñ åáÉÇ³-
ÙÇÝÝ»ñÇ¢ NO-Ç ù³Ý³ÏáõÃÛ³Ý Ýí³½áõÙÁ Ï³ñáÕ ¿ áõÝ»Ý³É Ñ³Ï³áõéáõóù³ÛÇÝ ³½¹»óáõÃÛáõÝ ù³Õó-
Ï»ÕÇ ½³ñ·³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óáõÙ: 

ù³ÕóÏ»Õ, åáÉÇ³ÙÇÝ, NO, ³ñ·ÇÝ³½, áõéáõóù³·áÛ³óáõÙ, Ñ³Ï³áõéáõóù³ÛÇÝ åáï»ÝóÇ³É 
 
В настоящее время установленно увеличение количества полиаминов и окиcи азота 

(NO) в сыворотке крови во время злокачественных новообразований в разных органов. Уве-
личение количества NO и полиаминов в раковых клетках может способствовать ангиогенезу 
опухоли и метастатическим способностям с помощью регулирующего фактора роста эндо-
телия сосудов. Целью работы было исследование изменения количества полиаминов и NO в 
сыворотке крови человекана разных стадиях развития рака простаты и мочевого пузыря. 
Количество полиаминов и NO определяли в сыворотке крови 11 здоровых (34-63 лет) и 
пациентов с раком предстательной железы (28) и мочевого пузыря (20) (48 пациентов, I-III 
стадии, 44-73 года), которые были госпитализированы в Национальный Центр Онкологии РА 
имени Фанарджяна. Общее количество полиаминов по сравнению со стандартом увели-
чивается на 42.5%, 54.5% и 76.8% соответственно на I, II и III стадиях рака предстательной 
железы и на 59,5%, 64,8%, 87,9% соответственно на I, II и III стадиях рака мочевого пузыря. 
Результаты исследований показали, что количество анионов нитрита было увеличено на 125% 
в сыворотке крови больных раком предстательной железы и мочевого пузыря. Увеличение 
концентрации NO и полиаминов в сыворотке крови на ранних стадиях и увеличение парал-
лельно с развитием рака подтверждают, что этот метаболический путь L-аргинина играет 
важную роль в стимулировании роста и развития опухоли. Мы предполагаем, что понижение 
количества полиаминов и NO может оказать противоопухолевое воздействие на развитие рака. 

рак, полиамины, NO, аргиназа, опухолегенез, противоопухолевый 
 
Introduction 

 
The heterogeneous nature of prostate and bladder cancers makes it difficult to 

understand the molecular mechanisms controlling benign and malignant cell growth [6]. 
Therefore, it is important to continue to improve current diagnostic and treatment tools and 
determine new prognostic variables. According to the World Health Organization, the age-
standardized death rate due to cancer in Armenia is 39.6 per 100,000; making it the first 
highest nation globally for cancer deaths [12]. Earlier reports focused on the expression of 
arginase and NO-synthase (NOS) in murine or human primary cancer tissue as well as 
malignant cell lines and emphasized its potential role in the promotion of tumour growth 
via polyamine synthesis or down-regulation of NO-mediated tumour cytotoxicity [5, 9]. 
Since polyamines are vital for cell proliferation, it is possible that the increased level of 
ornithine, due to the elevated arginase activity, linked to the development of carogenesis 
[3]. Over past decades, NO has emerged as a molecule of interest in carcinogenesis and 
tumor growth progression [2]. NO either facilitates cancer-promoting characters or act as an 
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anticancer agent. The dilemmain this regard still remains unanswered.Increased NO 
generation in cancer cells may contribute to tumor angiogenesis by up-regulating vascular 
endothelial growth factor (VEGF), and VEGF-induced neovascularization may increase the 
tumors’ metastatic ability. Although several reports have addressed the protumoral effects 
of NO, few have demonstrated the contrasting role of NO in mediating tumor regression. 
The studies have shown that high levels of NO inhibit epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) and reverses both the mesenchymal phenotype and the invasive properties of human 
prostate metastatic cells. Although these tumoricidal roles of NO have been proposed, most 
experiments have been performed in vitro and such findings have not been reported in 
cancer patients. It has been suggested that NO concentrations found in tumors are 
insufficient to produce apoptosis and other tumoricidal effect and are likely to facilitate 
angiogenesis and tumor dissemination. 

The goal of this article was to study the involvement of arginase and NO-synthase in 
prostate and bladder cancers development by the change of polyamines and NO quantities. 

 
Materials and methods 
 
Patients.This study was performed with blood serum of patients with prostate and 

bladder cancers who were hospitalized in the National Center of Oncology named after 
V.A.Fanarjyan (Yerevan, Armenia). Arginase activity, polyamines and NO quantities were 
determined in blood serum of 11 healthy individuals (34-63 years old) and patients with 
prostate (28, male) and bladder (20, male and female) cancer (48 patients, I-III stages, 44-
73 years old). None of the patients had received chemotherapy. The Tumor-Nodes-
Metastasis (TNM) system was used to describe the cancer stages (Table 1). The surgical 
intervention and also other diseasesof the patients in different stages of disease 
development was not taken into account. The study was approved by the Bioethics 
Committee of Armenia, and informed consent was obtained from all patients. 

Chemicals. Chemicals for determination of arginase activity, NO quantity and TLC 
were obtained from Sigma Aldrich Co. Ltd. and Carl Roth GmbH + Co. KG (Germany). 

Determination of arginase activity. Arginase activity was determined by the 
colorimetric method of Van Slyke and Archibald with some modifications [1, 8]. In 
supernatant was determined the final product of the catalysis (urea). 1 ml supernatant, 0.25 
ml 3% (w/v) diacetyl monoxime (DAMO) were added and boiled in water bath during 45 
min. The intensity was measured with spectrophotometer in 487 nm. Activity of enzyme 
was evaluated with the received urea, in micromoles in 1 sec (kat). 

Separation of serum arginase. For purification of the enzyme the procedure 
described by Berüter et al. for human liver and erythrocytes, was used with some 
modifications [8].Separationof arginaseisoenzymes were performed by the method of 
Kossman with some modifications [1, 8]. The column (2×40 cm) containing Sephadex G-
150 was balanced with Na-phosphate buffer (pH 7.2) and 40 fractions each one of 4 ml 
were collected. 4ml of low-molecular-weight protein fraction after gel-filtration was passed 
through the column CM-cellulose (CM52, 1x18 cm), balanced against 5 mM Tris-HCl 
buffer, pH 7.2, elution speed was 24 ml/h, 32 fractions each one of 4 ml were collected. 
The peak of arginase activity adsorbed on the column with a linear KCl gradient (0.0–0.5 
M). 

Dansylation and thin layer chromatography (TLC) analysis. The method of Seiler 
(1970) was used with some modifications as follows [4]. Tissues were extracted in 0.2M 
cold HC1O4 at a ratio of about 100 mg/ml HC1O4. Dansylpolyamines were extracted in 0.5 
ml benzene, and vortexed for 30s. The chromatogram was developed for about 2h with 
chloroform-triethylamine (25:2, v/v) solvent system. The dansylpolyamine bands were 
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scraped, eluted in 2 ml ethyl acetate, and quantified in 505 nm.The quantity of polyamines 
is presented in nMpolyamines in 1 ml serum. 

Griess assay for NO quantity. Nitrite was measured by theGriess assay [11]. Briefly, 
100 µl Griess reagent were added to 100 µl of each of the above supernatants. The plates 
were read at550 nm against a standard curve ofNaNO2. The values were corrected forthe 
NO2-+ NO3- content of water, andthe recovery ofNO2-was calculated. 

Data processing. Results were expressed as means ± SD and evaluated by Student's t-
test (single sample) using Statistica software (StatSoft 10.0). 

 
Results and discussion 
 
The aim of this work was to study the correlation between arginase activity, 

polyaminesand NO quantities at prostate and bladder cancer and in case of possibility, to 
suggest use it as a diagnostic test and treatment.We found an increase of arginase activity in 
73,8% of patients (True Positive, Тable 1). The calculated values ofarginase activity test 
sensitivity [TP/(TP + FN)], specificity [TN/ (TN+ FP)] and accuracy 
[(TP+TN)/(TP+FP+FN+TN)] in serum of prostate and bladder cancer patients were 83.4%, 
81.7% and 83%, respectively (see Table 1). 

Inprostate and bladder cancer group of stage I activity of serum arginase was increased 
by 61,52%, in the group of stage II by 118,27% and the group of stage III by 194,23% 
comparing to the healthy group (Fig. 1). This insinuates that arginase may have some role 
in promoting tumor growth and development and its activity can be considered as an 
important marker to determine disease progression or regression. 

 
 

Table 1. Characteristics of patients and arginase activity test in blood serum from patients with 
prostate and bladder cancer. 

 
In blood serum patients with prostate and bladder cancers Gel chromatography (GC) 

revealed 1 peaks for arginase activity (Ve = 104-116 ml) and 2 peaks for protein quantity 
(Ve = 44-52 and 104-116 ml) (Fig. 2). 
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Fig. 1. The change of arginase activity in blood serum during different stage of prostate and bladder cancer 

(n=patients in table 1, p<0.001). 
 
The influence of substrate concentrations, varying from 0.1 to 2 mM, on enzymic 

activity (fractions after Gel chromatography, 104-116ml, for each cancer group n=7, 
p<0.05) was studied in 0.2 M Glycine buffer (pH 9.5), 0.2 ml 5μM MnCl2. From this data a 
Lineweaver-Burk plot with a Km value of 2 mM was calculated for human serum arginase 
with prostate and bladder cancers, which is near by characteristicfor the liver and 
erythrocytes type isoform of arginase (arginase I). 

To confirm this fact, Ion-Exchange chromatography (IEC) of the second peak fraction 
(low-molecular fraction, Ve = 116 (A) and 104 (B) ml) was performed. In Ion-Exchange 
chromatography arginase activity curve is presented with 1 cationic isoenzyme peak (Ve = 
92 ml), (see Fig. 2, Cand D). For prostate and bladder cancers, it was revealed that the only 
isoenzyme expressed in serum was cationic form (arginase I) (see Fig. 2). 
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Fig. 2. Arginase activity (∆) and protein quantity (■) curves after Gel (A, B) and Ion-Exchange (C, D) 
chromatography of serum proteins prostate (A, C) and bladder (B, D) cancers patients (n=7, p<0.05) (stage II, For 

Gel chromatography the protein obtained after several steps of purifications (see materials and methods) was 
applied to a Sephadex G-150 column (2 x 40 cm) and eluted with Na-phosphate buffer (pH 7.2). The enzyme 

obtained after Gel chromatography (Ve = 116ml) to a CM-cellulose column (1 x 18 cm) equilibrated with 5 mM 
Tris-HCI, pH 7.5, eluted with a KCl concentration gradient. 

 
Total polyamines quantity compared with standard is increased by 42.5%, 54.5% and 

76.8%, respectively in I, II and III stages of prostate cancer, and 59.5%, 64.8% and 87.9%, 
respectively in I, II and III stages of bladder cancer (Fig. 3 and Table 2). The increase of 
polyamines quantity coincides with the increase of arginase activity, what shows the 
correlation between them during the disease. 

 

 
Fig. 3. Quantitative and qualitative analysis of blood serum polyamines of a healthy (A), prostate and bladder (B) 

cancer patients (A, RfSPM – 0.29, RfSPD – 0.45, RfPUT – 0.82); B: 62'- bladder (stag II), 63-prostate (stage II),62'-
RfSPM-0.32, RfSPD-0.48, RfPUT-0.68; 63-RfSPM-0.33, RfSPD-0.45, RfPUT-0.76 (n=7, p<0,05, PUT – putrescine, 

SPD – spermidine, SPM - spermine). 
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Table 2.The change of polyamines quantity in blood serum during different stage of prostate and 
bladder cancers (n=10, p<0.001). 

 

 
Our results have shown, that the quantity of nitrite anions was increased by 125% in 

stage II prostate and bladder cancers patients blood serum (Fig. 4).It indicates the 
acceleration of metabolism as a result of disease, because a large amount of a building 
material is needed, and polyamines and NO are essential factor for tumor growth. 

 

 
Fig. 4. The change of nitrite anions quantity in blood serum of prostate and bladder cancer patients of stage II  

(n=7 for norm, n=11 for cancer of stage II, p<0.05). 
 
Analyzed results show that arginase activity, polyamines and NO quantity are 

significantly increased during prostate and bladder malignant cancers and that this increase 
is in correlation with the cancer stages. So, we can draw a conclusion that arginase and NO-
synthase (NOS) are the important partakers of cancerogenesis and can be considered as an 
important diagnostic and treatment tools for cancer development. The practical importance 
of our work is through the change of arginaseand NOS activity, we can influence on 
polyamines and NO quantity, thus influencing on cancer cell’s metabolism. 

The feature of the arginase and NOS family that makes them attractive as therapeutic 
targets is that there are a host of small molecules that inhibit these enzymes [7, 10]. Since 
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modern medicine has no effective cure for the malignant cancers and tumors, scientists are 
interested in finding a potent agent with non-cytotoxic properties. We suggest that arginase 
and NOS inhibition may have some antitumor effects on the cancer development as it 
inhibits polyamines and NO levels, precursor of cancercell proliferation, tumor 
angiogenesis and metastasis. Our results can be as a base to use this model for the study of 
other inhibitors of arginase and NOS for the determination of productive and non-cytotoxic 
antitumor concentration. The inhibitors of arginase and NOS will allow changing the 
course of cancer development. Taking into account the above mentioned, in our next 
project we will research the anti-tumor potential of the arginase and NOS activity inhibition 
by nor-NOHA (Nω-hydroxy-nor-Arginine), L-NAME (L-NG-Nitroarginine methyl ester) 
and mixed, administered for 5 weeks against 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA)-
induced mammary carcinogenesis in rats. 
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The changes of antioxidant enzymes – catalase and peroxidase activity and lipid superoxide 

oxidation processes in rabbit blood have been determined in conditions of immobilization stress long 
duration. It was also studied stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) effect on oxidant and antioxidant 
systems. It was revealed that with stress effect duration lengthening fat superoxide oxidation 
processes is activated and malonic dialdehyde amount is increased. It was shown that antioxidants 
contained in stevia suppress oxidation processes providing preservation of activity of antioxidant 
enzymes in blood. It can be suggested that stevia leaves antioxidant properties are a measure of 
correction of immobilization stress results. 

Immobilization stress – stevia-malonic dialdehyde-catalase 
 
àõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ ×³·³ñÇ ³ñÛ³Ý Ù»ç ÉÇåÇ¹Ý»ñÇ ·»ñûùëÇ¹³ÛÇÝ ûùëÇ¹³óÙ³Ý  ·áñÍÁÝÃ³ó-

Ý»ñÇ ¢ Ñ³Ï³ûùëÇ¹³Ýï³ÛÇÝ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇª Ï³ï³É³½Ç ¢ å»ñûùëÇ¹³½Ç  ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ÷á÷á-
ËáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ûñÇÝ³ã³÷áõÃÛáõÝÝ»ñÁ ³Ýß³ñÅ³óÝáÕ ëÃñ»ëÇ »ñÏ³ñ³ï¢ ³½¹»óáõÃÛ³Ý å³ÛÙ³Ý-
Ý»ñáõÙ, ÇÝãå»ë Ý³¢ Ñ»ï³½áïí»É ¿ Ù»Õñ³ËáïÇ (Stevia rebaudiana Bertoni)³½¹»óáõÃÛáõÝÝ³Û¹ 
·áñÍÁÝÃ³óÝ»ñÇ íñ³: òáõó ¿ ïñí»É, áñëÃñ»ëÇ ³½¹»óáõÃÛ³Ý ï¢áÕáõÃÛ³Ý »ñÏ³ñ³óÙ³ÝÁ ½áõ·ÁÝÃ³ó 
×³·³ñÇ ³ñÛ³Ý Ù»ç ËÃ³ÝíáõÙ »Ý ×³ñå»ñÇ ·»ñûùëÇ¹³ÛÇÝ ûùëÇ¹³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óÝ»ñÁ, ÇÝãÇ 
Ñ»ï¢³Ýùáí μ³ñÓñ³ÝáõÙ ¿ Ù³ÉáÝ³ÛÇÝ »ñÏ³É¹»ÑÇ¹Ç ù³Ý³ÏÁ, ÇëÏ Ù»Õñ³ËáïáõÙ å³ñáõÝ³ÏíáÕ 
Ñ³Ï³ûùëÇ¹³Ýï³ÛÇÝ Ñ³ïÏáõÃÛáõÝ áõÝ»óáÕ ÝÛáõÃ»ñÁ ×ÝßáõÙ »Ý ûùëÇ¹³óÙ³Ý ·áñÍÁÝÃ³óÝ»ñÁ` 
ûÅ³Ý¹³Ï»Éáí ³ñÛ³Ý Ù»ç Ñ³Ï³ûùëÇ¹³Ýï³ÛÇÝ ý»ñÙ»ÝïÝ»ñÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý å³Ñå³ÝÙ³ÝÁ: ²é³-
ç³ñÏíáõÙ ¿ Ù»Õñ³ËáïÇ ï»ñ¢Ý»ñÇ Ñ³Ï³ûùëÇ¹³Ýï³ÛÇÝ Ñ³ïÏáõÃÛáõÝÝ»ñÁ ÏÇñ³é»É áñå»ë ³Ý-
ß³ñÅ³óÝáÕ ëÃñ»ëÇ Ñ»ï¢³ÝùÝ»ñÁ ßïÏáÕ ÙÇçáó:  

²Ýß³ñÅ³óÝáÕ ëÃñ»ë–Ù»Õñ³Ëáï-Ù³ÉáÝ³ÛÇÝ »ñÏ³É¹»ÑÇ¹–Ï³ï³É³½ 
 
Изучены закономерности изменения процессов перекисного окисления липидов и 

активности антиоксидантных ферментов каталазы и пероксидазы в крови кроликов в условиях 
длительного воздействия иммобилизационного стресса. Также было исследовано влияние 
антиоксидантных соединений листьев стевии (Stevia rebaudiana Bertoni) на эти процессы. 
Показано, что после длительного воздействия стресса в крови у кроликов активируются про-
цессы перекисного окисления липидов и повышается количество малоновогодиальдегида. 
Антиоксидантные вещества, содержащиеся в листья хстевии, подавляли окислительные 
процессы, тем самым содействуя сохранению активности антиоксидантных ферментов. 
Предлагается, антиоксидантные свойства листьев стевии использовать как меру коррекции 
последствий иммобилизационного стресса. 

Иммобилизационный стресс–стевия – малоновый диальдегид-каталаза 
 
Treatment of organism resistance effective measures to different stress factors is one 

of actual problems of medico-biological sciences, since the stress is a basis for development 
of numerous pathological processes. In the beginning state of the effect of stress factors, 
hypothalamus-hypophysis-adrenal system is stimulated, the amount of biologically active 
compounds in organism enhances, the level of red-ox processes changes that play an 
important role in organism adaptation to environment altered conditions and viability 
providing. Nowadays sharp change of human lifestyle results in motor activity 
confinement, and organism natural viability is possible only at sufficient motor background 
which makes a favorable impact on natural processing of organism physiological functions; 
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especially the investigation of physico-emotional stresses, including immobility becomes 
relevant. 

In the case of influence of different stressful irritants superoxide oxidation processes 
of lipids strengthen, amount of intermediate and final products of these reactions increases 
in blood plasma which cause structural and functional distortions of different organs and 
tissues [3,4]. To confine these pathologies the important role belongs to antioxidant 
enzymes of organs and tissues (catalase, superoxide-dismutase, glutathione-peroxidase) 
which are the first ring of intracellular defensive mechanisms against free radicals. The 
effect of stressful irritants is accompanied by deviation of the equilibrium between free 
radical processes and organism antioxidant system [2]. From this point of view the studies 
directed to the revelation of different preparations possessing antioxidant property are 
considered to be quite actual topic. Among plants containing anti oxidant compounds it 
should be mentioned the stevia which contains flavonoids and glycosides (Stevia 
rebaudiana Bertoni). This herb is known due to its anti-inflammation, anti-sclerotic, anti-
allergic, bactericide and anti-histamine effects and is applied as medico-preventive measure 
[10, 12]. 

Taking into account the role of antioxidant system enzymes in regulation of free 
radical processes, we have had a task to study regularities of lipid superoxide oxidation and 
antioxidant system activity changes in combined effect dynamics of stevia and 
immobilization stress in rabbit blood. 

 
Materials and methods 
 
Studies have been carried out on 10 rabbits with the same sex, weight in the same 

feeding and caring conditions by two variants. In the first variant the changes of lipid 
superoxide oxidation processes and activity of enzymes (catalase and peroxidase) were 
studied in immobilization stress effect (control group). For immobilizing of animals they 
were fixed 5 hours a day during 30 days on the experimental table. In the second variant the 
studies were carried out in combined stress dynamics of stevia and immobilization stress. 
Stevia crushed leaves with 0.5 g/kg weight were added to animal feed each day then 
animals were exposed to stress effect. Studies in rabbit blood were realized in norm, after 
immediate stress direct effect, then one time per 5 days during 30 days. 

Catalase activity was determined by manganese-metric method, peroxidase activity – 
by spectrophotometric method [5]. 

 
Results and discussion  
 
In the first state of studies the changes of malonic dialdehyde amount as well as 

catalase and peroxidase activities in rabbit blood were carried out in immobilization stress 
effect dynamics. It follows from analysis of the results that in early stress state for animals 
exposed to immobilization stress effect the amount increasing of malonic dialdehyde being 
final product of lipid superoxide oxidation is observed (Fig. 1). After 5 hours of stress 
effect the amount of malonic dialdehyde increased by 160%, after 5 days – 106%, in 20th 
day – 119%, then it begins to decrease then in 30th day the amount of malonic dialdehyde 
was higher by 41% as compared to norm. 
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Figure 1. Immobilization stress effect on malonic dialdehyde amount,  

catalase and peroxidase activities in rabbit blood. 
 
As far as the activity of antioxidant enzymes is concerned after 5 hours from the stress 

effect, the catalase activity increases by 21 % as compared to the norm, and after 5 days – 
by 10%. Catalase activity increasing at the early stages of different stress factor effect was 
mentioned by other authors as well [6, 11]. With stress effect influence enhancement in 
chronic stage the catalase activity gradually decreases. In 15th day its activity decreases by 
11% compared to the norm, in 20th day – by 16%, 25th day – 20%, 30th day – 22%. 

As it follows from the figure 1, regularities of the peroxidase activity change 
depending on stress effect duration are preserved as in the case of catalase; if only catalase 
activity begins to decrease in 15th day after stress exposure, the peroxidase activity 
decreases in 25th day compared to the norm. 

Concluding the results of this stage it is obvious that with stress duration enhancement 
the intensity of lipid superoxide oxidation remains higher from the norm even in the 30th 
day of stress effect, but the activity of antioxidant enzymes in stress early stages rises, in 
chronic stage – decreases from the norm. 

Literature reviewshowed that according to the some authors at immobilization stress 
long duration, lipase, phospholipase are activated by catecholamines and glucocorticoids 
that strengthen fat superoxide oxidation processes. The result of this is that the 
enhancement of superoxide oxidation product density suppresses the activity of antioxidant 
enzyme activity [4,6]. It is also known that in conditions of oxidative stress or oxygen 
active form formation a distortion of antioxidant system enzyme functions can occur [9].  

As it was mentioned, antioxidant enzymes are the first area of intracellular defense 
against free radicals and belong to peripheral stress confining system. Hence the 
strengthening of organism antioxidant power should contribute to increasing of activity of 
the mentioned enzymes. Taking all these into consideration in the next stage of experiments 
the changes of antioxidant enzyme activities and lipid superoxide oxidation in blood of 
animals exposed to stress and fed by food enriched by stevia leaves that in turn are enriched 
by antioxidant have been studied. 

 As it is obvious from Fig. 2, in blood of animals fed by stevia and exposed to 
stress during 5 hours the malonic dialdehyde amount increases by 148%, after 5 days of 
stevia receiving and stress exposure – by 49%, in 10th day – 13%, and with stress duration 
lengthening it starts gradually decreasing in such way that in 30th day it is lower by 26% 
than the norm. What concerns to antioxidant enzymes in dynamics of stevia and 
immobilization stress combined effect the catalase activity does not decrease, vice versa the 
activity gradual increase is observed and in 30thday it is higher by 13% than the norm. 
Higher criterion is observed in 20th day – by 118%. Similar regularities are observed at 
studying of peroxidase activities. 
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Figure 2.Combined effect of immobilization stress and stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) on malonic dialdehyde 

amount, catalase and peroxidase activities in rabbit blood. 
 
The obtained results can be explained by suppressing effect of natural antioxidant 

compounds contained in stevia leaves on fat superoxide oxidation processes preventing the 
performance of inhibiting effect of their products on antioxidant enzyme activities [1].  

It was shown the antioxidant effect of tea plant Echinodorus grandiflorus on rabbit by 
other authors. It was revealed that tea preparations prevent stimulated damaging of lipids 
and proteins by sodium aside as well as contribute to restoration of antioxidant enzymes – 
catalase and superoxide-dismutase [7]. It was also shown that flax seedling polyphenols 
and omega-3 fat-acids decrease chronic stress effect in rabbits [8]. 

Therefore, it might be concluded that in stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) leaves 
antioxidant compounds can be a measure of correction of immobilization stress results. 
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Estradiol belongs to a family of steroid hormones that primarily controls the reproductive 

system. 17β-estradiol (E2) is the predominant and most biologically active estrogen. Growing 
evidences suggest that E2 may have a regulatory effects on immune system and can directly influence 
the function if cell-mediated immunity. Nevertheless, the effect of E2 on innate immune cells, 
particularly monocytes and neutrophils, has been so far poorly investigated. This study was aimed to 
investigate in vitro production of TNF-α, IL-1β, MCP-1 and IL-8 by whole blood cells following 
short-term exposure (4 hours) to 17β-estradiol (E2) in the presence or absence of LPS. The impact of 
E2 on β2 integrin (CD11b/CD18) and L-selectin (CD62L) expression on the surface of human blood 
monocytes and neutrophils was also evaluated. We demonstrated an inhibitory effect of E2 on LPS-
induced TNF-α production, the feature that could play a critical role in the regulation of inflammatory 
response. Expression of CD62L on neutrophils and monocytes was also decreased in the presence of 
E2. Thus, the results of our study indicate that E2 may have an immunomodulatory action on innate 
immune cells and modulate ongoing inflammatory response. 

Neutrophils, monocytes, estradiol, gene expression, cytokines 
 

¾ëïñ³¹ÇáÉÁ å³ïÏ³ÝáõÙ ¿ ëï»ñáÇ¹³ÛÇÝ ÑáñÙáÝÝ»ñÇ ÁÝï³ÝÇùÇÝ, áñÇ ³é³Ýóù³ÛÇÝ ¹»ñÁ 
í»ñ³ñï³¹ñáÕ³Ï³Ý Ñ³Ù³Ï³ñ·Ç ³ßË³ï³ÝùÇ Ï³ñ·³íáñáõÙÝ ¿: ¾ëïñá·»Ý ÑáñÙáÝÇ ÑÇÙÝ³Ï³Ý ¢ 
Ï»Ýë³μ³Ýáñ»Ý ³é³í»É ³ÏïÇí Ó¢Á Ñ³Ý¹Çë³ÝáõÙ ¿ 17β ¿ëïñ³¹ÇáÉÁ (E2): ØÇ ß³ñù Ñ»ï³-
½áïáõÃÛáõÝÝ»ñ óáõÛó »Ý ïí»É, áñ E2-Ý Ï³ñáÕ ¿ áõÝ»Ý³É Ï³ñ·³íáñÇã ³½¹»óáõÃÛáõÝ ÇÙáõÝ³ÛÇÝ 
Ñ³Ù³Ï³ñ·Ç íñ³ ¢ ³ÝÙÇç³Ï³Ýáñ»Ý ³½¹»É μçç³ÛÇÝ ÙÇçÝáñ¹³íáñí³Í ÇÙáõÝ³ÛÇÝ å³ï³ëË³ÝÇ íñ³: 
²ÛÝáõ³Ù»Ý³ÛÝÇí, ÙÇÝã ûñë, μÝ³ÍÇÝ ÇÙáõÝ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñÇª Ù³ëÝ³íáñ³å»ë ÙáÝáóÇïÝ»ñÇ ¢ Ý»Ûï-
ñáýÇÉÝ»ñÇ íñ³ E2-Ç ³½¹»óáõÃÛáõÝÁ μ³í³Ï³Ý³ã³÷ áõëáõÙÝ³ëÇñí³Í ã¿: îíÛ³É Ñ»ï³½áïáõÃÛ³Ý 
Ýå³ï³ÏÝ ¿ áõëáõÙÝ³ëÇñ»É in vitro å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ ³ÙμáÕç³Ï³Ý ³ñÛ³Ý μçÇçÝ»ñÇ ÏáÕÙÇó TNF-α, IL-
1β, MCP-1 ¢ IL-8 ³ñï³¹ñ»Éáõ áõÝ³ÏáõÃÛáõÝÁ 17β-¿ëïñ³¹ÇáÉÇ (E2) Ï³ñ×³ï¢ ³½¹»óáõÃÛáõÝÇó Ñ»ïá 
(4 Å)ª LPS-Ç ³éÏ³ÛáõÃÛ³Ý Ï³Ù μ³ó³Ï³ÛáõÃÛ³Ý å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ: ÆÝãå»ë Ý³¢ áõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ E2-Ç 
³½¹»óáõÃÛáõÝÁ ÙáÝáóÇïÝ»ñÇ ¢ Ý»ÛïñáýÇÉÝ»ñÇ Ù³Ï»ñ»ë³ÛÇÝ ÙáÉ»ÏáõÉÝ»ñ β2 ÇÝï»·ñÇÝÇ 
(CD11b/CD18) ¢ L ë»É»ÏïÇÝÇ (CD62L) ¿ùëåñ»ëÇ³ÛÇ íñ³: Ø»ñ ÏáÕÙÇó óáõÛó ¿ ïñí»É E2-Ý óáõó³μ»ñáõÙ 
¿ ×ÝßÇã ³½¹»óáõÃÛáõÝ LPS-áí ËÃ³Ýí³Í TNF-α-Ç ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý íñ³, ÇÝãÁ, ÑÝ³ñ³íáñ ¿, Ï³ñáÕ ¿ 
áñáßÇã ¹»ñ áõÝ»Ý³É μáñμáù³ÛÇÝ å³ï³ëË³ÝÇ Ï³ñ·³íáñÙ³Ý Å³Ù³Ý³Ï: E2-Ç ³½¹»óáõÃÛáõÝÇó Ñ»ïá 
Ý»ÛïñáýÇÉÝ»ñáõÙ ¢ ÙáÝáóÇïÝ»ñáõÙ Ýí³½áõÙ ¿ Ý³¢ CD62L-Ç ¿ùëåñ»ëÇ³ÛÇ Ù³Ï³ñ¹³ÏÁ: ²ÛëåÇëáí, 
ëï³óí³Í ³ñ¹ÛáõÝùÝ»ñÁ óáõÛó »Ý ï³ÉÇë, áñ μÝ³ÍÇÝ ÇÙáõÝ³ÛÇÝ μçÇçÝ»ñáõÙ E2-Ý Ï³ñáÕ ¿ áõÝ»Ý³É 
ÇÙáõÝáÏ³ñ·³íáñÇã ³½¹»óáõÃÛáõÝ ¢ modulate ÁÝÃ³óÇÏ ÇÙáõÝ³ÛÇÝ å³ï³ëË³ÝÁ: 

Ý»ÛïñáýÇÉÝ»ñ, ÙáÝáóÇïÝ»ñ, ¾ëïñ³¹ÇáÉ, ·»Ý³ÛÇÝ ¿ùëåñ»ëÇ³, óÇïáÏÇÝÝ»ñ 
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Эстрадиол относится к группе стероидных гормонов, которые главным образом конт-
ролируют репродуктивную систему. 17β-эстрадиол (E2) является одним из основных и наи-
более биологически активных эстрогенов. Накопленные свидетельства указывают на то, что 
E2 способен оказывать регуляторный эффект на имунную систему и способен непосредст-
венно воздействовать на функционирование клеточного звена иммунитета. Тем не менее, 
воздействие E2 на клетки врожденного иммунитета, в частности моноциты и нейтрофилы 
остается плохо изученным. Таким образом, целью данного исследования явилось изучение in 
vitro продукции TNF-α, IL-1β, MCP-1 и IL-8 клетками цельной крови прсле кротковременного 
(4 часа) воздействия 17β-эстрадиола (E2) в присутствии или отсутствии LPS. Кроме того была 
проведена оценка воздействия E2 на экспрессию β2 интегрина (CD11b/CD18) и L-селектина 
(CD62L) на поверхности моноцитов и нейтрофилов крови человека. Нами был продемонст-
рирован ингибиторный эффект E2 на LPS-индуцированную продукцию TNF-α, особен-
ность/свойство которая может играть критическую роль в регуляции воспалительного ответа. 
Экпоессия CD62L на нейтрофилах и моноцитах  так же была снижена в присутствии E2. Таким 
образом, результаты нашего исследования указывают на то, что E2 может иметь иммуно-
модуляторное воздействие на клетки врожденного иммунитета и способен модулировать 
развитие воспалительной реакции. 

нейтрофилы, моноциты, эстрадиол, генная экспрессия, цитокиы 
 

Hormones are chemical messengers secreted by endocrine glands that regulate 
numerous biologic processes, including growth and development, reproduction, immunity 
and homeostasis. The link between immune and endocrine systems is being increasingly 
recognized. The regulation of this well-balanced machinery occurs through interactions of 
hormones with receptors on immune cells which modulate immune cell response and 
function. Various observations suggest that sex hormones may not only simply affect the 
immune responses but may also predispose persons to allergies and autoimmune diseases 
[1]. It was suggested that high incidence and prevalence rates of autoimmune diseases in 
women could be associated with the hormonal fluctuations to which they are exposed 
throughout life [1]. Particularly, it was shown that estrogen (or 17β-estradiol) can broadly 
affect innate and adaptive immune processes through estrogen receptors expressed on most 
immune cells. Despite many known links between E2 and immune function, the exact role 
of this hormone in inflammation is controversial. While pro-inflammatory features of 17β-
estradiol were previously reported [2], recent evidences suggested anti-inflammatory effect 
of E2 [3]. This study was aimed to analyze the production of TNF-α, IL-1β, MCP-1 and IL-
8 by whole blood cells and determine the expression of β2 integrin and L-selectin on 
monocytes and neutrophils from healthy subjects after E2 exposure in the presence or 
absence of LPS. 

 
Materials and methods 
Sampling. The study was approved by the Ethical Committee of the Institute of 

Molecular Biology of the NAS RA (IRB IORG0003427). Venous blood samples were 
obtained from 12 healthy women (mean age of 33 ± 3,4 years). None of the selected donors 
was taking any medication at the time of the experiments, or suffered from acute/chronic 
diseases. Blood of selected women was collected in the mid follicular phase to minimize 
diversity of estrogen levels in the blood. 

In vitro stimulation of whole blood with E2 and LPS. Peripheral blood samples was 
collected in EDTA tubes, and diluted 1:10 with RPMI-1640 medium (Gibco) containing 
10% fetal calf serum (FCS) and 2 mM L-glutamine (Sigma). The blood was distributed in 
24-well plates and stimulated with E2 (100µM) in the presence or absence of LPS (100 
ng/ml) for 4 hours at 37°C.  

 Cytokine measurements. Cytokine content in supernatants was measured with 
specific immunoassays according to the manufacturer's instructions. Cytokine production 
was analyzed using Human IL-1β, IL-8, TNF-α and MCP-1 ELISA MAX Deluxe kits 
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(Biolegend, UK). The samples were read at 450 nm in a 96-well plate reader (HumaReader 
HS, Human Diagnostics Worldwide, Germany). 

 Flow cytometric analysis. At the end of stimulations, cells were harvested and 
incubated with fluorescent mAb toward CD14, CD16, CD11b, CD18, and CD62L for 30 
minutes. Labeled cells, after further washing, were resuspended in PBS supplemented with 
1% BSA. Antigen expression was analyzed on a Partec CyFlow Space (Partec, Germany). 
10 000 events were collected from each sample.  

 Statistics. Statistical analyses were carried out using the Statsoft Statistica package 
(http://www.statsoft.com). All values are given as means ± standard errors of the means. 
For continuous variables, groups were compared using the paired Student’s t-test. P values 
≤ 0.05 were considered as significant. 
 

Results 
 Effect of E2 and LPS on surface expression of CD11b, CD18, and CD62L. In 

neutrophils, LPS significantly enhanced membrane expression of CD11b/CD18 (P <0.01). 
In monocytes, LPS exposure resulted in increased CD11b surface expression (P <0.05). 
Expression of CD62L on neutrophils were suppressed by LPS (P <0.05), while in 
monocytes the level of CD62L remained unchanged after exposure to LPS. Presence of E2 
did not substantially affected LPS-induced expression of surface CD11b, CD18 or CD62L 
on both cell populations. In absence of LPS, E2 administration significantly suppressed 
cell-surface expression of CD62L on both monocytes and neutrophils (P <0.05) (Figure 1). 
 

 

 

 

 
Figure 1. Effect of E2 (100 µM) and LPS (100 ng/ml) on expression CD11b, CD62L, and CD18 surface markers 

in neutrophils and monocytes from lysed whole blood. Data represented as mean fluorescence intensity 
(MFI) ± S.E.M. Neutrophils were identified according to FSC/SSC gate and showing CD16bright and 

CD14− staining. Monocytees were identified according to FSC/SSC gate and showing CD14+ staining. *P < 0.05, 
**P < 0.01 compared with the untreated control group (Ctl).  

 
 Cytokine production by whole blood cells in the presence of E2 and LPS. A low 

level of constitutive IL-1β, IL-8, TNF-α and MCP-1 was detected in supernatants from uns-
timulated control cells. Administration of endotoxin increased the levels of all tested cyto-
kines in whole blood culture supernatants in comparison to unstimulated group (Figure 2). 
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Figure 2.  Effect of E2 (100 µM) and LPS (100 ng/ml) on the production of IL-1β, IL-8, TNF-α and MCP-1. Data 

are presented as means ± S.E.M. **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the untreated control group (Ctl), 
#P < 0.05 compared with the LPS exposure. 

 
Treatment of cells with E2 had no significant effect on production of all studied 

cytokines. E2 exposure had an inhibitory effect on LPS-induced production of TNF-α (P 
<0.05) (Figure 2).  

Discussion 
In the present study we investigated immunomodulatory properties of primary female 

hormone 17β-estradiol and its role in LPS-mediated innate immune response. We observed 
a modulatory effect of E2 on neutrophils and monocyte-derived molecules which are 
involved in the regulation of inflammation. E2 did not affect cytokine production in 
cultures of whole blood cells, but notably suppressed LPS-induced TNF-α production. 
Besides, E2 administration diminished production of MCP-1 and IL-1β in LPS-treated cells 
(albeit data is not significant). Available data in the literature concerning effect of estradiol 
on endotoxin-stimulated cells is highly controversial. Different research groups 
demonstrated that production of cytokine such as IL-1β and IL-8 could be inhibited or even 
potentiated by E2, depending on experimental condition [2; 4; 5]. Our results suggest 
activation of adhesion properties of the cells by E2 as reflected by the decreased expression 
of CD62L (decrease in the expression of CD62L is due to shedding effect). Together these 
results indicate that under inflammatory condition E2 is capable of attenuating cytokine-
mediated inflammatory responses of innate immune cells, presenting promising way to 
prevent excessive inflammation. 

In conclusion, our experimental findings have provided additional evidence of the 
immunomodulatory properties of 17β-estradiol which is of special importance for 
regulating aberrant immune responses during steady state and inflammation. 
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It is shown that among hazardous factors of the environment the high level of indust-

rial, transport and community ambient noise are extremely dangerous, which drastically 
decrease the resistibility of an organism, promote different diseases development and 
particularly lead to the Cognitive disorders, affect learning, memory, perception, and the 
problem solving [20,15,17]. The latteris much likely to be associated with an increase of 
the stress hormone release and the oxidative stress (OS) development [1]. Epidemiological 
research provides the possibility of an integral risk estimation of community noise based 
directly on the empirical data gained under the genuine conditions of exposure, considering 
factors potent to amplify or attenuate the noise exerted effects [21]. 

The data obtained serve as evidence of the structural reorganization and the functional 
change of bio-membranes in experimental animals under the noise action due to lipid 
peroxidation (LPO) process activation and α-Tocopherol exhaustion in tissues and 
significant protective effects of antioxidants and the stress –limiting compounds, among 
which we consider adrenoblockers [14]. Our investigations have shown a harmful action of 
chronic noise on the protein oxidative modification processes intensity both in plasma and 
Erythrocyte Membranes and the modifying effects of α2-adrenoblockers on oxidative 
intensity, as well [14,22].   

Considering all the above mentioned it is necessary to study effects related only to the 
noise influence in experiments, eliminating possibility of side effects. 

Open field activity enables scientists evaluating locomotor behavioral activity, 
including the Total distance travelled, Average speed, Number of line crossings, Total 
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freezing episodes, Total time freezing, Average freezing score, Number of entries to the 
center zone, Time in the Center zone, Distance travelled in the Center zone, Corrected 
integrated path length for the Center zone, Time in the Periphery zone, Number of entries to 
the Periphery zone, Distance travelled in the Periphery zone, Time freezing in the Periphery 
zone, Corrected integrated path length for the Periphery zone was investigated first by 
Calvin Hall [9,10], who verified behavioral reaction of rodents by means of encountering 
defecation and urination. 

The open field test nowadaysis one of the most well-known manipulation in animal 
psychology [3,4,5,]. The open fieldactivityof differentvariantsareavailable for application -
differing in shapeof the environment (circular, square or rectangular), lighting (lighting 
from above with a bulb above the open field or lighting from underneath with a bulb placed 
under a transparent floor, usually red light is used), presence of objects within an arena such 
as platforms, columns, tunnels [18,19], etc. Taking into account existing data [16], the open 
field is a successful devicefor evaluating behavioral damage in animal under the noise. 
Researchesconducted earlier have revealed that pre-exposure to moderately intense light 
and white noise facilitated open field activity measured by initial activity, lowered 
defecation scores, and supplementary measures (rearing, grooming, center field penetra-
tion) [12,16]. Ultimately, in the given research we applied the following 4 parameters: 
Total distance travelled, Average speed, Total freezing episodes, Number of entries to the 
center zone, 

 
Materials and methods 
 
Investigations were carried out on the white male rats weighing 150-200 g kept in 

ordinary vivarium conditions. The animals were divided into 4 groups: rats of the 1st group 
serve as a control, rats of the 2nd, 3rd and 4rd  groups underwent 91 dB(A) noise influence 
with maximal energy in the region of average and high frequency; the duration of noise 
influence was 7, 30 and 60 days, each day 8hr noise exposition; animals of the 3rd group 
were injected Mesedin (10mg/kg) intraperitoneally, animals of the 4rd group were injected 
Beditin (2mg/kg) intraperitoneally, the first injection 12hr before the first exposition to 
noise action. Injections were repeated every 24 hr. Noise applied was obtained from the 
white noise generator joint with attenuator. The acoustic system supplied the reproduction 
in the range of 63-16000 Hz.  

A square open field [6,11] is represented by the wooden square-shaped plate (60x60), 
in which in regular periods (6x6) 36 pits of 3.5 cm in diameter and of 2 cm in depth are 
done. From edges the plate was covered by the walls of 20 cm of height. The proximal 15 
cm proximal to the edges of the arena were considered as "peripheral zone" and the central 
30x30 cm area was considered as the "central zone".The rats were replaced in the middle of 
the plate, after which during 5 minutes the active dislocation time was recorded t (in 
seconds).The manipulation usually involved compelled confrontation of a rodent with the 
situation. The animal was placed in the centerand the following behavioral items are 
recorded for a period ranging from 5 min: horizontal locomotion (number of crossings of 
the lines marked on the floor), frequency of rearing or leaning (sometimes termed vertical 
activity), grooming (protracted washing of the coat). 

In given situation, rodents spontaneously preferred the periphery of the open field, 
then the central part, so that the rats moved close to the walls (thigmotaxis) [13].  The 
central part prevailing and spending time in the central part, as well as, decrease of the 
latency are considered to be indications of anxiolysis [7, 8]. 

Each trial was recorded for latter analysis, using a video camcorder positioned above 
the apparatus. Rats of line cross were obtained with an automated camera-based computer 
tracking system on a computer with the camera fixed to the ceiling, 2.1 m above the 
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apparatus. The research has been approved by Institutional Committee on Bioethics and 
corresponds to the principles of the Manual of Operation and use of the laboratory animals 
published by US NIH (№ 85-23, reconsidered in 1985).  

Statistical analysis was made using BioStat. Significance of means’ difference was 
evaluated using paired Student Newman – Keuls test (Anova). (p1- compare with control, 
p2- compare with noise). 

 
Procedure 
 
Ratswere transferred to the test room from their home cages and were placed into the 

center or one of four corners of the open field and allowed to explore the apparatus for 5 
minutes (Pic. 1).  After the 5 minutes test, rats were returned in their home cages, after 
which the open field was cleaned with 70% ethyl alcohol and permitted to dry between 
tests.   

 
Picture 1. Rat is placed into the center or one of four corners. 

 
Results and discussion 
 
Our results indicate the initial behavioral response to stress in an open field is 

activation. Chronic acoustic stress generally lowered open field activity [14] and prevented 
the activation effect, and that was restored by chronic injection of α2-adrenoblockers 
(Mesedin and Beditin).  

Fig. 1 shows that the total distance travelledfragments in open field test under the 
acoustic stress conditions after 7, 30 and 60 days have different tendency of changes 
depending on the duration of experiment. Total distance travelled reports the total distance 
that the animal travelled during the test  period [2]. 

Total distance travelled was significantly lower (p<0.001) in the 2,3 and 4th compared 
to control groupsafter 7 days noise action. Administration of α2-adrenoblockers Mesedin 
and Beditin prior to noise action to the animals produced remarkable changes on the stress 
elicited activity and revealed noticeable regulatory effect onthe open field activity after 30 
(p<0.001) and 60 (p<0.001) days compared to the noise group. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 1. Total distance travelled (each 
group is of 6 animal, 8hr noise 

/day) 
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Average speed reports the average speed of the animal during a test. The result is the 

Total distance travelled during the period divided by the Test duration. Overall activity as 
well as the amount of time was measured with video-track in the open field (Pic. 2). 

 
 

    

Animal 21 (Test 21) Animal 15 (Test 15) Animal 5 (Test 5) Animal 6 (Test 6)

 
K                                          N                                     B+N                                      M+N 

Picture 2.  
 
Fig. 2 shows average speed in open field test under the acoustic stress conditions after 

7, 30 and 60 days.In rats, which were injected Mesedin the average speed was significantly 
higher (p<0.05) thanin the noise group, where average speed was significantly lower 
(p<0.001) after 7 days. Yet, under the action of noise after 30 and 60 days the average 
speed of noise group became more lower (p<0.001), compared to control group, but in the 
Beditin (p=0.001) and Mesedin injected groups (p<0.001)  the average speed partially and 
significantly increased by influence of α2-adrenoblockers. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 2. Average speed of animals under the noise action (n= 6, 8hr noise /day) 

 
Behavioral and locomotive activity was also characterized by number of entries to the 

center zone as well and the locomotive activity of the rats also estimated by number of 
entries to the center zone. By their behavior rats in the open field prefer to be near to a 
protective wall, rather than exposed to danger out of the open, but a rival forage instinct 
will stimulate them to explore.  

Fig. 3 shows number of entries to the center zone in the open field test under the 
experimental conditions.The noise action lead to the drastic decrease of entries to the center 
zone. Beditin injected animals also reveal the same tendency, entered less times into the 
center, what was less expressed compare for noise group (p<0.001 in the noise group and 
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p<0.01 in the Beditin group compare with control).  
Rats of the Mesedin injected group reveal non-significant (p=0.26) decrease of entries 

to the center zone. The same direction of changes observed after 30 and 60 days of noise 
action. Nevertheless the recovering effect of Mesedin was appeared after 30 and 60 days of 
noise action, where rats of the Mesedin group spent more time in the center(non significant, 
p1=0.56), 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 3. Number of entries to the center zone (each group is of 6 animal, 8hr noise /day) 

thanthe control rats.  
Fig 4. shows significant differences across categories in number of entries to the center 

zone under the influence of Mesedin and Beditin. Rats of Mesedin group spent significantly 
more time in the center, then noise group after 7 days (p2<0.05), 30 days (p2<0.01) and 60 
days action of noise. Moreover, after 60 days action of noise, there was significant 
(p2<0.05) higher scoreacross Beditin and noise group. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 4. number of entries to the center zone across categories (each group is of  

6 animals, 8hr noise /day) 
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Total freezing episodes reports the number of times the animal frozen during the test. 
The number of freezing episodes was encountered from the starting period of time [2]. For 
the control animals’ a number of freezing episodes increases in the time. 

Fig. 5 shows that total freezing episodes in open field test under the acoustic stress 
conditions after 7, 30 and 60 days have different direction of changes depending on the 
duration of experiment. The motor activity of 2nd group animals significantly decreased 
after 7 days of noise influence compared with the control group. An opposite direction of 
activity was observed after 4 weeks action of noise. The most interesting was the fact of 
restoring control level of studied parameter after 8 weeks, which could be evidence of 
adaptation reaction.This was partially and significantly (p<0,001) restored by the Mesedin 
and Beditin effects after 7 days. The 30 days action of noise was of a particular interest, 
where chronic stress reduced basal activity and Total freezing episodes in open field was 
significantly (p<0.001) increasedin all threeexperimental groups. However, after 60 day’s 
influence of noise action Total freezing episodes of the noise group no significantly 
(p=0.42) decreased compared to the control group. Meanwhile a score of Total freezing 
episodes was significantly greater of Mesedin (p<0.001) and Beditin (p<0.05) injected 
groups, which was conditioned with restore effects of α2-adrenoblockers. These findings 
were justified statistically, and are presented in Fig 6, which shows significant (p<0.001) 
differences between the groups (Noise and Mesedin) after 60 days influence of noise 
action. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 5. Total freezing episodes (each group 6 animal, 8 hr noise /day) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 6. Total freezing episodes between the groups (each group 6 animal, 8hr noise /day) 
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Conclusion  
In conclusion, chronic noise action decreases locomotor behavior and increases an-

xiety, intensity of whichdepend on the duration of noise action. Administration of α2-
adrenoblockers Mesedin and Beditin to the animals reveals a regulatory effect under the 
chronic acoustic stress conditions, the efficiency of which depends both on the duration of 
noise action and the studied examples. 
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Citric acid is widely (75%) used in the food, drags and chemicals productions. Commercially, 

citric acid is produced from molasses. However plant polyfructans such as inulin are not studied for 
production of citric acid point of view. Inulin contains 97% fructose and 3% glucose. Considerable 
amount of inulin contains the tubers of topinambur (Helianthus tuberosus) (20-25%). The main aim 
of present studies is the development of a new microbiological one stage technology with application 
of the new isolated original strains of fungi for the production of citric acid from a new raw material – 
topinambur. With this purpose the active strains from Aspergillus genera have been isolated. It was 
shown that indispensable condition for citric acid biosynthesis from inulin by microorganisms is the 
presence of their inulinase activity. The isolated and selected strains have inulinase activity. It was 
established that topinambur (inulin) is perspective source for production of citric acid. 

       Citric acid – inulin – bioconvertion - topinambur 
 
ÎÇïñáÝ³ÃÃáõÝ  É³ÛÝáñ»Ý û·ï³·áñÍíáõÙ ¿ ëÝÝ¹Ç (75%), ÇÝãå»ë Ý³¢ ¹»Õ³·áñÍ³Ï³Ý ¢ ùÇ-

ÙÇ³Ï³Ý ³ñ¹ÛáõÝ³μ»ñáõÃÛ³Ý Ù»ç: ÐÇÙÝ³Ï³ÝáõÙ ³ÛÝ ³ñï³¹ñíáõÙ ¿ Ù»É³ëë³ÛÇó: ê³Ï³ÛÝ  μáõë³Ï³Ý 
åáÉÇýñáõÏï³ÝÝ»ñÁ, ûñÇÝ³Ï ÇÝáõÉÇÝÁ, ·ñ»Ã» ã»Ý áõëáõÙÝ³ëÇñí»É ÏÇïñáÝ³ÃÃíÇ ëï³óÙ³Ý Ñ³Ù³ñ: 
ÆÝáõÉÇÝÁ 97% ýñáõÏïá½³ ¢ 3% ·ÉÛáõÏá½³  å³ñáõÝ³ÏáÕ åáÉÇë³Ë³ñÇ¹ ¿: ÆÝáõÉÇÝÇ ½·³ÉÇ ù³Ý³Ï-
Ý»ñ (20-25%) å³ñáõÝ³ÏíáõÙ »Ý ·»ïÝ³ËÝÓáñÇ  å³É³ñÝ»ñáõÙ  (Helianthus tuberosus): àõëáõÙÝ³-
ëÇñáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ÑÇÙÝ³Ï³Ý Ýå³ï³ÏÝ ¿ Ùß³Ï»É ÙÇ³÷áõÉ Ù³Ýñ¿³μ³Ý³Ï³Ý ï»ËÝáÉá·Ç³ª  Ýáñ 
Ù»Ïáõë³óí³Í μáñμáë³ëÝÏÇ  ßï³ÙÝ»ñÇ  ÙÇçáóáí  ·»ïÝ³ËÝÓáñÇó (ÇÝáõÉÇÝ) ÏÇïñáÝ³ÃÃíÇ ³ñï³-
¹ñáõÃÛ³Ý Ñ³Ù³ñ: Ø»Ïáõë³óí»É »Ý Aspergillus ó»ÕÇÝ å³ïÏ³ÝáÕ  μáñμáë³ëÝÏÇ Ýáñ ßï³ÙÝ»ñ, áñáÝù  
ûÅïí³Í »Ý ÏÇïñáÝ³ÃÃíÇ ëÇÝÃ»½Ç áõÝ³ÏáõÃÛ³Ùμ: ä³ñ½í»É ¿, áñ ÇÝáõÉÇÝÇó ÏÇïñáÝ³ÃÃíÇ 
Ï»Ýë³ëÇÝÃ»½Ç Ñ³Ù³ñ ³ÝÑñ³Å»ßï å³ÛÙ³Ý ¿ ÙÇÏñáûñ·³ÝÇ½ÙÝ»ñáõÙ ÇÝáõÉÇÝ³½³ÛÇÝ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý 
³éÏ³ÛáõÃÛáõÝÁ:  

ä³ñ½í»É ¿, áñ ·»ïÝ³ËÝÓáñÇ å³É³ñÝ»ñÁ (ÇÝáõÉÇÝ) Ñ»é³ÝÏ³ñ³ÛÇÝ ÑáõÙù »Ý Ñ³Ý¹Çë³ÝáõÙ  
ÏÇïñáÝ³ÃÃíÇ ëï³óÙ³Ý Ñ³Ù³ñ:  

ÎÇÝñáÝ³ÃÃáõ – ÇÝáõÉÇÝ – Ï»Ýë³ÏáÝí»ñëÇ³ - ·»ïÝ³ËÝÓáñ 
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Лимонная кислота широко (75%) используется в пищевой, а также в  фармацевтической 
и химической промышленности. В основном она производится из мелассы. Однако расти-
тельные полифруктаны, например  инулин,  не  изучены для производства лимонной кислоты. 
Инулин – это полисахарид, содержащий  97% фруктозы  и 3% глюкозы. Значительное коли-
чество инулина  содержится в  клубнях топинамбура (Helianthus tuberosus) (20-25%). Основная 
цель исследований заключается в разработке новой микробиологической одноэтапной тех-
нологии с применением новых выделенных  штаммов плесневьх грибов для производства 
лимонной кислоты из  топинамбура. С этой целью были выделены активные штаммы плес-
невых грибов  рода Aspergillus. Показано, что необходимым условием для синтеза лимонной 
кислоты  из инулина  микроорганизмами является наличие инулиназной активности в них. 
Изучены особенности  внеклеточной  инулиназы  и динамика биосинтеза  лимонной кислоты в 
ходе культивации грибов, а также  выполнены исследования по оптимизации условий. Пока-
зано, что топинамбур (инулин) является перспективным сырьем  для производства лимонной 
кислоты. 

Лимонная кислота – инулин – биоконверсия - топинамбур 
 
The production of citric acid is one of the leading fields of applied microbiology. 

Citric acid is widely used in food (more than 75%), chemical, pharmaceutical industry, 
medicine and other industries. In the world about 12000000 tons of citric acid are produced 
annually [1-7]. Citric acid is widely distributed in the plant world. A significant amount of 
it contains citrus fruits, especially in Chinese magnolia vine, in pomegranate juice, lemon 
and others. At the beginning of the 20th century, plant resources were used for the 
production of citric acid as a raw materials. Currently, citric acid production is relieved by 
microbial synthesis. Commercially production of  citric acid is produced from molasses. 
Various microorganisms, in particular fungi from the genera Aspergillus, Penicillum, yeast 
Candida lipolitica, Yarowia lipilitica and others have rather high synthetic activity [8-12]. 
However, little is known about bioconversion of inulin (fructan) to citric acid. Inulin is 
widely distributed in the plants belonging to the families of Compsitae, Liliaceae and 
Gramineae. Inulin is a polysacharide, which contains 97% fructose and 3% glucose. 

Inulin is widely distributed in plants, especially among the species of the family 
Composite, Liliaceae and Graminae. In particular, the considerable amount of inulin 
contains the tubers of topinambur (Helianthus tuberosus) (20-25%) and the roots of 
chicory. The tubers of topinambur also contain simple sugar (9-15%). Inulin draws great 
attention as a comparably cheaper raw-material for the production of fructose-glucose 
syrup, ethanol (especially as an alternative source of energy) and various oligofructans and 
other compounds [6].  

The main aim of present report is the study of possibility of bioconversion of inulin 
into citric acid with application of the new isolated original strains of fungi as well as 
development approaches for one stage production of citric acid from a new raw material – 
topinambur (Helianthus tuberosus). 

 
Materials and methods 
Microorganisms strains of fungi capable of producing citric acid from inulin were 

isolated from rhizosphere soil of topinambur. For the isolation and screening of micro-
organisms capable to produce citric acid the Czapek agar medium was used (g/L)  inulin as 
an only source of carbon 20, NaNO3 -2.0, KH2PO4-1.0, MgSO4. 7H2O- 0.5, FeSO4. 7H2O- 
0.001, KCl -0.5. The strains that displayed rapid growth on the mentioned medium have 
been isolated and identified as Aspergillus niger and selected for further studies. For studies 
of citric acid production the strains was cultivated in the same Czapek liquid medium.  

Inulinase activity was measured in the reaction mixture consist of 3% of inulin in 0.05 
M acetate buffer, pH 5.5 and 0.5 ml of enzyme solution. Incubation of reaction mixture was 
carried out at 45° C for 15 min. Reaction was stopped by boiling of mixture at 100° C. The 
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amount of reducing sugar was assayed by Somogy–Nelson method [7]. One unit of enzyme 
activity was defined as the amount of the formation of 1 μmol fructose/min at 45° C. Total 
sugar was measured by antron method [8].  

The quality and quantity of citric acid was carried out by HPLC (Shimidzu LCsolution 
Analysis Report using for analysis of organic acids Shpdex RSpak KC-118, 300x8mm at 
40°C, injection amount 10mkl) and titration methods [9]. 

Biomass was determined after collection by filtration, washing and drying at 105° C.  
The extract from well crushed tubers of topinambur have been made by water 

extraction at 65-70oC for one hour. After filtration the filtrate was used for fermentation.                                                    
 
Results and discussion. 
For production of citric acid from topinambur it is necessary to isolate new strains of 

fungi producing acids.  
With this purpose fast screening method has been developed to identify the active 

strains among. preliminary Isolated strains. The strains of fungi have been growth on the 
agar nutrient medium of Czapek with metil rot. During of growth in case of acid production 
the red zones around colonies are developed. The some strains of fungi belonging to the 
Aspergillus genera and producing citric acid from inulin and single sugar has been isolated. 
Their physiological and biochemical peculiarities have been studied (the part of this studies 
will be published later) (Fig. 1). Further studies was carried out with higher active strain A. 
niger N1. 

 

 
Fig. 1. HPLC analysis of citric acid in extract from topinambur tubers after surface fermentation  

(t-30° C, pH-6.0) by A.niger N1  
 
It was shown that indispensable condition for citric acid biosynthesis from inulin by 

microorganisms is the presence of their inulinase activity for hydrolysis of inulin to 
monosaccharide. The isolated and selected strains have inulinase activity. The extra cellular 
inulinase has been isolated by the worked out method using adsorption and gel 
chromatography on DEAE-ToyoPerl 65M and Sefadex G75, G100 and its physical and 
chemical properties (pH, and t–optimums, t and pH-stabilities, substrate specificity, 
molecular mass, etc.) were studied. The dynamics of extracellular inulinase biosynthesis 
during cultivation was studied as well. The study of peculiarities of isolated inulinase have 
shown that the maximum activity observed at pH 5.5 and temperature 45-50° C as well as 
we investigate  the thermal stability and pH-stability which was 60° C and pH 6.5 
respectively.. 
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a      b 

  
Fig. 2 Influence of temperature and pH on inulinase activity (a) and stability (b) 

 
Study of peculiarity of isolated enzyme have shown that the maximum of activity of 

extracellular inulinase be observed at 45-50° C and thermostability up to 60 °C. It was 
shown also that the optimum pH for inulinase activity is pH 5.5, as well as pH-stability in 
the range of pH 3.5 to 6.5. Correlation between inulinase activity and synthesis of citric 
acid have been shown. The studies on optimization of the conditions: composition of 
incubation medium, concentration of substrate, aeration and other factors for bioconversion 
of inulin. Into citric acid have been carried out. The maximum amount of citric acids 
observed on 13-15 days of fermentation of 15% solution of inulin.  thesis of citric acid from 
different substrates: sucrose, fructose, inulin, during growth of A. niger have been studied. 
It was shown that the yield of citric acid from fructose and inulin is very close. 

 

 
Fig.  3 Synthesis of citric acid from different substrates during the growth of A. niger-1 

 
The close results was observed in case of surface and submerged fermentation of 

extract from tubers of topinambur  containing 5% and 15 of inulin. The yield of citric acid 
from solution with 15% of inulin more than three times. 
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Summarizing of obtained results we can mentioned the possibility of bioconversion of 
inulin and simple sugars in tubers of topinambur into citric acid at surface and submerged 
fermentations by isolated strain of A.niger N1 The higher level of yield (70-80%) citric acid 
from topinambur (inulin and simple sugar)  has been shown. It is important to note that the 
production of citric acid from topinambur is at the same time economically profitable. The 
yield of produced citric acid from topinambur comparing with sugar beet is much more 
than twice. The production of citric acid from topinambur is waste less and safe for the 
environment. The residual after extraction mass of tubers and over ground vegetative mass 
is highly valuable for forage and raw material for obtaining biogas. 

 

 
 

Fig. 4 Synthesis of citric acid from topinambur during surface (1) and submerged (2) fermentaion by A.niger-1 
(inulin content 5% (a), 15% (b), at 30oC and aeration 1 L/min. 

 
Thereby for the first time it was established that topinambur is perspective source for 

microbial production of citric acid.  
The researches create the necessary prerequisites for develop one stage biotechnology 

for production of citric acid from topinambur. 
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Glycerol as a waste material of biodiesel and other industries can be considered for biological 

hydrogen (H2) production. Upon Escherichia coli glycerol fermentation formate, ethanol and etc. are 
produced. Formate decomposition by fromatehydrogenaselyase enzymes lead to H2 and CO2 
formation. Four [NiFe] Hydrogenase (Hyd) enzymes are involved in this process for activity of which 
heavy metals can be required.The results obtained identify the conditions when reductive conditions 
has essential role for H2 production in E. coli upon glycerol fermentation. Moreover, mixed carbons 
or addition of some heavy metal ions enhance H2 generation. These approaches might be applied to 
regulate H2 metabolism upon bacterial industrial wastes (glycerol) fermentation resulting enhanced 
H2 production. 

Escherichia coli; H2 production, oxidation-reduction potential; hydrogenase enzymes; 
glycerol/formate fermentation 

 
¶ÉÇó»ñáÉÁ áñå»ë Ï»Ýë³¹Ç½»ÉÇ ¢ ³ÛÉ ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝÝ»ñÇ Ã³÷áÝ Ï³ñáÕ ¿ Ñ³çáÕáõÃÛ³Ùμ 

ÏÇñ³éí»É Ï»Ýë³çñ³ÍÝÇ (H2) ëï³óÙ³Ý Ñ³Ù³ñ: Escherichia coli-ÇÝ ·ÉÇó»ñáÉÇ ËÙáñÙ³Ý Å³Ù³Ý³Ï 
³ñï³¹ñááõÙ ¿ ÙñçÝ³ÃÃáõ, ¿Ã³ÝáÉ ¢ ³ÛÉ í»ñçÝ³ÝÛáõÃ»ñ: ØñçÝ³ÃÃáõ çñ³ÍÇÝÉÇ³½ ý»ñÙ»ÝïÁ 
ÙñçÝ³ÃÃáõÝ í»ñ³ÍáõÙ ¿ ÙÇÝã¢ H2-Ç ¢ CO2-Ç: âáñë [NiFe] ÑÇ¹ñá·»Ý³½ (ÐÇ¹) ý»ñÙ»ÝïÝ»ñ, áñáÝó 
³ÏïÇíáõÃÛ³Ý Ñ³Ù³ñ Ù»ï³ÕÝ»ñ »Ý ³ÝÑñ³Å»ßï, Ù³ëÝ³ÏóáõÙ »Ý ³Û¹ ·áñÍÁÝÃ³óÇÝ: êï³óí³Í 
ïíÛ³ÉÝ»ñÁ íÏ³ÛáõÙ »Ý, áñ í»ñ³Ï³Ý·Ýí³Í é»¹ûùë åáï»ÝóÇ³Éáí ÙÇç³í³ÛñÁ ¿³Ï³Ý ¿ ·ÉÇó»ñáÉÇ 
ËÙáñÙ³Ý ÁÝÃ³óùáõÙ E. coli -Ç H2 ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý Ñ³Ù³ñ: Ê³éÁ ³ÍË³ÍÝÇ ³ÕμÛáõñÝ»ñÁ ¢ áñáß Í³Ýñ 
Ù»ï³ÕÝ»ñ ËÃ³ÝáõÙ »Ý H2-Ç ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝÁ: ²Ûë Ùáï»óáõÙÝ»ñÁ Ï³ñáÕ »Ý ÏÇñ³éí»É H2-Ç ÝÛáõ-
Ã³÷áË³Ý³ÏáõÃÛ³Ý Ï³ñ·³íáñÙ³Ý Ýå³ï³Ïáí ¢ ÏÝå³ëï»Ý ³ñ¹ÛáõÝ³μ»ñ³Ï³Ý Ã³÷áÝÝ»ñÇó 
(·ÉÇó»ñáÉÇó) Ï»Ýë³çñ³ÍÝÇ ëï³óÙ³Ý ËÃ³ÝÙ³ÝÁ:  

Escherichiacoli, H2 ³ñï³¹ñáõÃÛáõÝ, ûëÇ¹³í»ñ³Ï³Ý·ÝáÕ ³Ï³Ýåáï»ÝóÇ³É, ÑÇ¹ñá·»Ý³½ ý»ñ-
Ù»ÝïÝ»ñ, ·ÉÇó»ñáÉ ÙñçÝ³ÃÃáõ ËÙáñáõÙ 

 
Глицерол – отход биодизельного и других производств может быть успешно исполь-

зован для получения биоводорода (H2). В процессе брожения глицерола Escherichia coli вы-
деляет муравьиную кислоту, этанол и другие конечные продукты. Фермент формиат водород 
лиаза трансформирует муравьиную кислоту до H2 и СО2. Четыре [NiFe] гидрогеназы, для акти-
вации которых необходимы ионы металлов, участвуют в этом процессе. Полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что среда с восстановленным редокс потенциалом существенна 
при брожении E. сoli для производства H2. Данные подходы могут быть применены для регу-
лирования метаболизма H2 у бактерий E. сoli, содействуя промышленному получению био-
водорода из отходов (глицерола). 

Escherichia coli, производство H2, окислительно-восстановительный потенциал, 
ферменты гидрогеназы, брожение глицерол/муравьиной кислоты 

 
Molecular Hydrogen (H2) is being recognized as an energy alternative for the future. It 

is clean, renewable with high energy content, as the energy dismissed upon its combustion 
(~142 kJ g-1) is ~3.5 fold greater than oil [1, 9, 10]. Dark fermentation is considered as one 
of the most favored technologies for H2 production with a great potential for 
commercialization in the near future. In this respect, genetically and metabolically easy 
manipulating bacterium Escherichia coli,performing dark fermentation andleading to H2 
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formation is good candidate to refer for biotechnological proposes [9, 10]. Moreover, the 
use of cheap substrates (agricultural and food industry wastes) rich of nutrients can be used 
for H2 production. This will lead to low-priced H2 generation with immediate waste 
treatment [2, 7]. In this regard, glycerol which is commonly recognized as an industrial 
significant waste, can be used as carbon source by bacteria for H2 and other valuable 
chemical compounds production [2, 9]. 

H2 is produced from formate, the end product of glycerol or sugar (glucose) 
fermentation of E. coli, by formate dehydrogenase H (FDH-H) and hydrogenase (Hyd) 
enzymes [4, 8, 10]. In E. coli possessesfour [Ni-Fe]-Hyd enzymes encoded by hya, hyb, 
hyc, hyf operons, respectively.For functioning of Hyds and FDH-H heavy metals Ni and Fe 
and Mo, respectively, are involved and make available pathways for proton and electron 
transfer during H2 formation or oxidation [4, 5, 8]. The operation direction (H2 formation or 
oxidation) of Hyd enzymes is depends onmany factors, such as carbon (glycerol or glucose) 
source, pH of the growth medium, etc.: it was stated that Hyd-1 and Hyd-2 function in H2 
oxidation upon glucose and H2 production modes upon glycerol fermentation [4, 9, 10]. The 
optimal activity of Hyd-1 was detected under anaerobic conditions, at acidic pH and in the 
presence of formate, whereas Hyd-2 was at more reduced environment and alkaline 
pH[4,9,10]. 

Direct effect of metals on Hyd enzyme activity was also proposed, as the addition of 
Fe2+ affected H2 production rate by E. coli in vivoand increased it in vitro at pH 6.5 and pH 
7.5 during glycerol fermentation [11]. On the other hand, formate is considered a rich-
energy compound as the oxidation and reduction potential of the formate: H2 couple is very 
reduced (-420 mV) [12, 13], can be additional energy source during energy restricted 
(fermentative) conditions [5]. E. coli produces and initiallysecretes formateout of the cells 
to prevent acidification of the cytoplasm. When the drop of bacterial growth pH is accrued, 
formate is re-imported into the cell trough formate channel FocA and metabolized [5]. 
Pyruvate formatelyasedirectly interacts with the FocA and regulatesformate translocation. It 
was proposed that the hyc operon is regulated solely in response to formate concentration at 
low pH. Moreover, formate in flux may result the destruction of Δp, therefore the control of 
formate metabolism is very important [5,10,12]. 

The metabolism of bacteria is known to be a set of redox processes affecting ORP. 
ORP drop (down to -550-600 mV) during anaerobic growth of bacteria in the absence of 
external electron acceptors has been well-established [12, 13]. ORP is proposed to be 
valuable for monitoring changes in the metabolic state of bacterial cultures in 
biotechnology and for optimizing yield of fermentation yields, and has been shown can be 
useful to discriminate between bacterial species [13].  

Thus, many factors such as different ORP, mixed carbon (formate and glycerol) and 
heavy metal ions (involved in redox reactions of FHL system) influence on bacterial 
growth and particularly H2 metabolism are investigated and discussed in the present work.  

Determination of E. coli batch culture oxidation reduction potential and H2. H2 
production by bacteria is determined by various qualitative and quantitative methods [12, 
13]. It might be determined by chemical reaction of color disappearance during interaction 
of potassium permanganate (KMnO4) solution in sulfur acid (H2SO4) with H2 [18]. 
Chemical detection and gas chromatography of H2 require gas extraction and calculation of 
its solubility in an aqueous medium. The use of a couple of oxidation-reduction (for 
example, platinum (Pt) and titanium-silicate (Ti-Si)) electrodes measuring ORP has certain 
advantages. In contrast to Pt, Ti-Si electrode readings are not affected by the presence of H2 
(or oxygen) in the medium; this allows differentiation of H2 in the growth and assay 
medium under anaerobic conditions [12,13].Transformation of ORP data into quantity 
(concentration) of H2 expressed in mol/L [13].  
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Oxidative and reductive routes of glycerol fermentation by Escherichia coli batch 
cultures and their regulation by oxidizing and reducing reagents. ORP critical role in E. coli 
growth in anaerobic conditions [12,13] means that various oxidizers and reducers affecting 
ORP can mediate growth of bacteria. ORP kinetics and H2 production was measured in 
bacterial batch cultures by the difference of pair of redox Pt and Ti-Si electrodes readings 
[6]. An impermeable oxidizer K3[Fe(CN)6] (1 mM) and reducers DTT (3 mM) and 
dithionite (1 mM) were implemented for application of ORP initial positive (+235±10 mV) 
and negative (-250±10 mV) values to bacteria, respectively. In the presence of K3[Fe(CN)6] 
E. coligrowth at different pHs was inhibited resulting in decrease of ORP only to 130±5mV 
at the log growth phase[6]. In this conditionORP positive or less negative may oxidize thiol 
groups on bacterial surface and affect on membrane transport and enzymes like F0F1 or 
TrkA under anaerobic conditions, leading to low activity of key enzymes in bacterial 
fermentation metabolism [10]. 

 
 

Table 1. The effects of reducers on H2 yield by E. coli BW25133 during growth under glycerol  
fermentation at different. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

abacterial culture was of  ~8 h growth; b3 mM DTT, 1 mM dithionite were added into 
the growth medium; cbacterial culture was of ~3-4 h growth; d ND: not determined. 

In order to carry out the metabolic processes efficiently, it is very important to 
maintain the intracellular environment in the reducing state. However, membrane-
permeating reducing reagents DTT and dithionite, reducingORP to negative values (-
280±12 mV), inhibited the growth of E. coli during glycerol fermentation in a 
concentration-dependent manner [6]. Obviously, extreme reducing conditions may lead to 
instability in the metabolism. Besides, it was stated, that upon glycerol fermentation DTT at 
different pHs and dithionite but not oxidizer at pH 7.5 stimulated ~2-3 fold H2 production 
in the log growth phase (Table 1). Similar effect with DTT was observed previously during 
glucose fermentation in E. coli [13]. Probably, the reduced environment might lead to 
formate concentration increase which then can be source for H2 and CO2 [6]. It should be 
noted that because of instability of this reagent in acidic environment effect of dithionite on 
bacteria was investigated only at pH 7.5. 

Escherichia coli hydrogen production in batch culture upon formate alone and 
with glycerol co-fermentation. To understand the effect of formate on growth in batch 
culture, H2 production at different pHs (5.5-7.5) during glycerol fermentationin E. coli and 
ΔhyaB, ΔhybC, ΔhycE, Δhyf Ghydrogenase mutantswith deletions of different key subunits 
of Hyd-1 to 4, respectively, were investigated and main experiments are illustrated in Fig. 1 
[12].10 mM formate ~2 fold and 30 or 50 mM formate, completely inhibited wild type 
growth during glycerol fermentation atpH 5.5, whereas at pH 7.5 and 6.5 formate in the 

Growth 
medium 

pH 

H2 yield, mol/L 

Control Reducers 
DTTe 

 
Dithioniteb 

5.5 0,10±0.01 a 0.80±0.04 c ND d 

6.5   0.73±0.02 a 1.30±0.04 c ND 

7.5   0.70±0.03 a 1.40±0.05 c 2.00±0.05 c 
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same concentrations stimulated or had no effect on bacterial growth [12]. So in other 
experiments when needed 10 mM formate was supplemented to the growth medium. 

From the beginning of the lag growth phase the drop of Pt and Ti-Si electrodesform 
positive to negative values was detected in wild type upon glycerol or formate alone or their 
combined conditions, pH6.5 (Fig. 1,a). H2 formation was observed in wild type with the 
yield of 0.75 ± 0.03 mmol/L at the end of log growth phase, formate supplementation lead 
to 0.83 ± 0.05 mmol/LH2 generation at early log phase, which was stimulated ~1.1 fold 
upon formate and glycerol co-supplementation at pH 6.5 (Fig. 1,a). The same stimulating 
effect by formate or in combination with glycerol was observed at pH 7.5 [12].Increased, 
1.45 to 2.2 ±0.05 mmol/LH2 production was detected during growth of hyaB mutant upon 
all substrates combinations utilization at pH 6.5 and formate alone at pH 7.5, except upon 
glycerol only fermentation at pH 7.5 at the beginning of log growth phase. Note, H2 was  
not produced in hycE (with defective Hyd 3) mutant. H2 was also produced in hybC (with 
defective Hyd2) mutant during glycerol fermentation at pH 6.5 with the yield of 0.8 ± 0.05 
mmol/L, and again stimulated ~1.2 fold to ~1.3 fold during formate alone or with glycerol 
combination (Fig 1,b).Thus, in the cells grown both with external formate and glycerol H2 
production was stimulated [12]. This stimulation was not pH dependent. The effect can be 
contributed to Hyd 3 increased activity upon bacterial glycerol fermentation. 

 
 
 
 

                                                
 
 
 
 
 

b) 
 

Fig. 1.The kinetics of  ORP by E. coli BW25113 and Hyd mutants during co- fermentation of10 g/l glycerol (G) 
and 10 mM formate (F). a) Only E. coli BW25113 ORP kinetices are presented, pH 6.5; control (C) was ORP 

kinetics in the medium with 10g/l glycerol; b) The ORP kinetics by E. coli wild type and  
Hydmutants at pH 6.5 and pH 7.5. 

 
Enhancements of Escherichia colihydrogen productionbyheavy metal ions and 

their mixturesduring glycerol fermentation.In the study [11] E. coli growth was 
followed during 10 g/Lglycerol batch culture fermentation at pH 5.5 to pH 7.5 in the 
presence of various heavy metal ions with different oxidation states, as Ni2+, Fe2+ or Fe3+, 
Mo6+ and their mixtures at various concentrations. It is worth to mention that the metal ions 
concentrations were used relaying on the results for E. coli and other bacteria [4, 5, 11]. H2 
production yield was 0.75±0.02 mmol H2/L at 12 h growth of E. coli at pH 6.5 during 
glycerol fermentation, and it was noticeably stimulated (1.9 to 3 fold) in the presence of 
mixtures of Ni2++Fe3+, Ni2++Fe3++Mo6+ or Fe3++Mo6+ (see Table 2).  
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Table 2.H2 production yield of E. coli BW25113 during glycerol  
fermentation in the presence of heavy metal ions. 

 

Growth conditionsa 

pH 5.5 pH 6.5 pH 7.5 

H2 yield, mmol 
H2 L-1 

H2 yield, mmol H2 
L-1 

H2 yield, mmol H2 
L-1 

(log growth phase) 

H2 yield, mmol H2 
L-1 (station growth 

phase) 
Controlc 0.50±0.02 0.75±0.02 0.75±0.02 0.81±0.02 

Ni2+ 0.75±0.03 
(p< 0.01)d 0.71±0.03 (p>0.05) 0.77±0.03 

(p>0.05) 
1.35±0.01 
(p<0.001) 

Fe2+ 0.60±0.02 
(p<0.05) 0.70±0.02 (p>0.05) 0.75±0.02 

(p>0.05) 
0.83±0.02 
(p>0.05) 

Fe3+ 0.46±0.04 
(p>0.05) 0.71±0.04 (p>0.05) 0.72±0.04 

(p>0.05) 
1.33±0.04 
(p<0.001) 

Mo6+ 0.60±0.03 
(p<0.05) 0.75±0.03 (p>0.05) 0.64±0.03 

(p>0.05) 
0.81±0.03 
(p>0.05) 

Ni2++Fe3+ 0.70±0.01 
    (p<0.01) 

1.30±0.01 
(p<0.001 ) 

0.81±0.01 
(p<0.05) 

1.35±0.01 
(p<0.001) 

Ni2++Fe2+ 0.64±0.02 
(p<0.025) 0.80±0.02 (p>0.05) 0.80±0.02 

(p<0.05 
1.36±0.02 
(p<0.001) 

Fe3++Mo6+ 0.60±0.01 
(p<0.05) 

2.20±0.01 
(p<0.001 )  

0.75±0.01 
(p>0.05) 

1.35±0.01 
(p<0.001) 

Fe2++Mo6+ 0.57±0.03 
(p<0.05) 

1.40±0.03 
(p<0.01) 

0.77±0.03 
(p>0.05) 

1.38±0.03 
(p<0.001) 

Ni2++Fe3++Mo6+ 0.77±0.01 
(p<0.002) 

1.50±0.01 
(p<0.01) 

0.81±0.01 
(p<0.05) 

2.24±0.01 
(p<0.001) 

Ni2++Fe2++Mo6+ 0.68±0.01 
(p<0.01) 

0.8±0.01 
(p>0.05)  

0.83±0.01 
(p<0.05) 

1.50±0.01 (p< 
0.001) 

 

a10 g/L glycerol was added into the growth medium; 50 µM Ni2+, Fe2+or Fe3+, 20 µM 
Mo6+, were supplemented into the growth medium when mentioned; b oxidation-reduction 
potential measured by Pt electrode; c control was without metal supplementation; d p for 
difference between the experiment and appropriate control 

Similar data were obtained at the certain conditions but at pH 5.5: though the H2 
production yield was ~1.5 fold decreased (0.50±0.02mmol H2/L) compared with pH 6.5, 
but metal ions addition again stimulated H2 yield, particularly ~1.5 fold upon addition of 
Ni2+alone and Ni2++Fe3+, Ni2++Fe3++ Mo6+or Ni2++Fe2++ Mo6+ (see Table 2). 

Interesting datawith E. coliwas observed during glycerol fermentation at pH 
7.5.Effects of metal ions on H2 production yield were intense at station growth phase: H2 
production yield was ~1.7 fold stimulated upon all metals (Ni2+, Fe3+, Fe2+ and Mo6+) and 
2.7-3 fold upon Ni2++Fe3++Mo6+ mixture supplementations (see Table 2). Some metals 
have a role in Hyd enzymes biosynthesis and maturation processes, or they might affect 
enzymes activity [4,5,11]. 

 
Concluding remarks.Thus, ORP might one of the physicochemical parameters to take 

into account for optimizing fermentation processes and developing H2 production 
biotechnology.Oxidizers and reducers were used for application of positive and negative 
ORP values, respectively. Although bacterial growth was repressed upon oxidative and 
reductive stresses both, the reductive conditions only stimulated H2 generationupon glycerol 
fermentation.Externally supplied formate regulatesH2 production and cell growth in E. coli 
growing on glycerol.Moreover, mixed carbon (co-supplementation of formate with 
glycerol) might have industrial advantageous application to enhance bio-hydrogen 
production.Note, responsible Hyd enzymes are relived upon mixed corbon utilization. In 
addition, some heavy metals (nickel (Ni2+) and iron (Fe3+, Fe2+), molybdenum (Mo6+)) 
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having a role as structural components of Hyd and FDH-H enzymes stimulate bacterial 
growth and H2 production upon glycerol utilization.  

Consequently, glycerol co-fermentation with organic acids, effects of reducing 
reagents, heavy metals ions and effective strains could be considered as novel approaches 
to enhance H2 in production (Fig. 2).The coupling of H2 production to utilization of waste 
materials containing high concentrations of glycerol may same time provide economic and 
environmental benefits. The results might be taken into account for optimizing fermentation 
processes on glycerol and developing H2 production biotechnology. 

 
 
 

 
 
 
 

Fig. 2.Approaches to 
enhance H2 production by 
E. coli BW25113 during 
glycerol fermentation. 
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In present study the changes of Ca2+/calmodulin-dependent protein phosphatase calcineurin 

activity in pathophysiology of ovarian cancer has been investigated. Calcineurin activity has been 
determined by the spectrofluorimetrically in plasma and tissue samples of the oncologic patients with 
different stages of disease. Results obtained suggested that, depending on the stage (I, II, III) of 
disease, calcineurin activity was shown to be increased in the plasma and tumor tissue of ovarian 
cancer patients. It is necessary to emphasize that changes in calcineurin activity in the 
pathophysiology of ovarian cancer also depend on tissue differentiation. 

Calcineurin - ovarian cancer – inflammation - tissue differentiation 
 
Ü»ñÏ³ ³ßË³ï³ÝùáõÙ áõëáõÙÝ³ëÇñí»É ¿ Ca2+/Ï³ÉÙá¹áõÉÇÝ-Ï³ËÛ³É åñáï»ÇÝ ýáëý³ï³½ 

Ï³ÉóÇÝ»ÛñÇÝÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÁ Óí³ñ³ÝÝ»ñÇ ù³ÕóÏ»ÕÇ å³ÃáýÇ½ÇáÉá·Ç³ÛáõÙ: Î³É-
óÇÝ»ÛñÇÝÇ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÁ áñáßí»É ¿ ÑÇí³Ý¹áõÃÛ³Ý ï³ñμ»ñ ÷áõÉ»ñáõÙ ·ïÝíáÕ ù³ÕóÏ»Õ³ÛÇÝ 
ÑÇí³Ý¹Ý»ñÇ åÉ³½Ù³ÛÇ ¢ ÑÛáõëí³Íù³ÛÇÝ ÝÙáõßÝ»ñáõÙ ëå»Ïïñ³ýÉáõáñÇÙ»ïñÇÏ »Õ³Ý³Ïáí: êï³ó-
í³Í ïíÛ³ÉÝ»ñÁ íÏ³ÛáõÙ »Ý, áñ, ÑÇí³Ý¹áõÃÛ³Ý ÷áõÉÇó (I, II, III) Ï³Ëí³Í, Ï³ÉóÇÝ»ÛñÇÝÇ ³ÏïÇíáõÃÛáõÝÝ 
³×áõÙ ¿ Óí³ñ³ÝÝ»ñÇ ù³ÕóÏ»Õáí ÑÇí³Ý¹Ý»ñÇ åÉ³½Ù³ÛáõÙ ¢ áõéáõóù³ÛÇÝ ÑÛáõëí³ÍùáõÙ: Ð³ñÏ ¿ 
ÁÝ¹·Í»É, áñ Ï³ÉóÇÝ»ÛñÇÝÇ ³ÏïÇíáõÃÛ³Ý ÷á÷áËáõÃÛáõÝÁ Óí³ñ³ÝÝ»ñÇ ù³ÕóÏ»ÕÇ å³ÃáýÇ½ÇáÉá-
·Ç³ÛáõÙ Ï³Ëí³Í ¿ Ý³¢ ÑÛáõëí³Íù³ÛÇÝ ¹Çý»ñ»ÝóÇ³óÇ³ÛÇó: 

Î³ÉóÇÝ»ÛñÇÝ – Óí³ñ³ÝÝ»ñÇ ù³ÕóÏ»Õ – μáñμáùáõÙ – ÑÛáõëí³Íù³ÛÇÝ ¹Çý»ñ»ÝóÇ³óÇ³ 
 
В настоящей работе было изучено изменение активности Ca2+/кальмодулин-зависимой 

протеин фосфатазы кальцинейрина при патофизиологии рака яичников. Активность каль-
цинейрина была определена спектрофлуориметрически в образцах плазмы и ткани онкологи-
ческих больных с различными стадиями заболевания. Полученные данные показали, что 
активность кальцинейрина в зависимости от стадии (I, II, III) заболевания увеличивается в 
плазме и опухолевой ткани больных с раком яичников. Необходимо подчеркнуть, что изме-
нения активности кальцинейрина при патофизиологии рака яичников также зависят от диф-
ференциации тканей. 

Кальцинейрин – рак яичников – восполение – дифференциация тканей 
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Currently the most promising area of biomedical studies is detection of endogenous 
molecules and signaling pathways that may serve as a target for the new anticancer drugs 
without side effects, unlike radiation and chemotherapy. Among the targets of modern 
anticancer drugs are mitogenic-activated protein kinase (MAPK), MAPK kinase (MEK), 
protein kinase C (PKC), vascular endothelial growth factor (VEGF), antiapoptotic protein 
Bcl-2 and other molecules [5]. It should be emphasized that Ca2+/calmodulin (CaM)-
dependent protein phosphatase calcineurin (CN or PP2B) is a partner of PKC, MAPK, 
MEK, VEGF, Bcl-2 and other protein targets for anticancer drugs [3, 6-7, 9, 12-13]. 
Recently, we have detected and identified the following proteins as CN-multiprotein 
complexes: S100-A9 protein, Histon H4, Copine-1 and -3, etc. [2]. It is already established 
that these protein partners of CN are involved in pathophysiology of cancer. 

CN is a key enzyme leading to activation of the immune system by participating in the 
synthesis of several cytokines (interleukin (IL)-2, IL-4, IL-5, tumor necrosis factor (TNF) 
α, interferon (INF) γ, etc.) via dephosphorylation and activation of NFAT (nuclear factors 
of activated T cells) transcription factors [7, 9, 12]. It should be noted that the 
Ca2+/CaM/CN/NFAT signaling pathways are involved in pathophysiology of cancer as well 
[9-10]. It is necessary to underscore that CN demonstrates bifunctional activity depending 
on different physiological and pathophysiologal conditions of the organism. Its activity was 
reported to be decreased in pathophysiology of cervical cancer [11] and sarcoma-45 [1]. In 
contrary, CN activity was found to be increased in lymphoblastic leukemia [10]. Thus, CN 
demonstrates different activity in pathophysiology of cancer. We hypothesized that the 
opposite effects of CN in pathophysiology of cancer may depend on tumor-bearing organ, 
stage of disease and other reasons. Therefore, the study of changes in CN activity in plasma 
and tissue samples of untreated patients with primary ovarian cancer was the main goal of 
present work.  

Material and methods. Sample collection and preparation. The blood and tissue 
samples from postoperative material of untreated patients (n=15) with the I, II and III 
stages of primary ovarian cancer were provided by the National Centre of Oncology after 
V.A. Fanarjyan (NCO MOH RA). The plasma of healthy donors (n=5) and histologically 
checked healthy parts of remote tissue were used as a control. Histological study of the 
postoperative material was conducted by the Laboratory of Clinical Pathomorphology at 
the NCO MOH RA. The most cases of ovarian cancer were diagnosed as a moderately and 
poorly differentiated adenocarcinoma. Age of patients ranged from 45-80, and the average 
age was 61 years.  

Blood was collected into sodium citrate (3.2%)-coated vacutainer tubes and cent-
rifugated at 1500 rpm for 10 min. Plasma was separated into aliquots and stored at -70°C. 
Tissue samples were homogenized with 5 volumes of 50 mM Tris-HCI, pH 7.5 buffer, 
containing 0.05% Triton-X-100, 0.1 mM EDTA, 1 mM ditiothreitol (DTT), protease inhi-
bitors, and centrifugated at 100 000×g for 60 min at 4ºC. The supernatant was separated 
and stored at -70°C as well. Protein content in samples was determined by Bradford assay 
[4]. 

Calcineurin activity. CN activity was measured spectrofluorimetrically using 4-
methylumbelliferyl phosphate (4-MUP) as a substrate. A typical enzyme assay was 
performed in 1 ml of incubation mixture, containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.5 mM 
DTT, 1 mg/ml bovine serum albumin, 1 mM MgCl

2
, 0.3 mM CaCl

2
, 1 μM 4-MUP, and 

necessary amount of enzyme (100000xg tissue homogenate or plasma). One unit of enzyme 
activity is defined as amount of enzyme that caused the formation of 0.1 nM of 4-
methylumbelliferon (4-MU) at 32°C for 1 h. After incubation the reaction was stopped by 
addition of 0.25 ml of 30% trichloroacetic acid. After centrifugation at 5000×g, the pH of 
supernatant was adjusted to 8.0 by addition of 0.5 ml of 1 M Tris. The quantity of 4-MU 
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was determined fluorimetrically using Perkin-Elmer MPF-44A spectrofluorimeter. The 
fluorescence was measured at 445 nm (Excitation at 365 nm). As control the substrate and 
enzyme were incubated separately. 

Statistical analysis. Data were analyzed statistically by one-way ANOVA using Origin 
61 software. Statistical significance – p<0.05. All data were expressed as mean±SEM. 

Results and Discussion. Results obtained have been demonstrated that in plasma of 
ovarian cancer patients CN activity was shown to be increased in the I, II and III stages of 
disease by 6.6, 10 and 11 times, respectively, compared with control (Fig. 1a). A similar 
picture was observed in tumor tissue of these patients. As shown in Fig.1b, CN activity was 
shown to be increased in the I, II and III stages of disease by 3.3, 4.8 and 5.8 times, 
respectively, compared with control. 

The changes of CN activity depending on histological differentiation were studied as 
well. Among the patients studied, there were no women diagnosed with well differentiated 
adenocarcinoma. We have found that CN activity in plasma of patients with moderately and 
poorly differentiated adenocarcinoma has been increased by 7.5 and 11.5 times, 
respectively, compared with control (Fig. 2a). Similarly, CN activity in tumor tissue 
samples of patients with moderately and poorly differentiated adenocarcinoma was higher 
by 3.2 and 5.5 times, respectively, compared with control (Fig. 2b). Thus, in case of poorly 
differentiated ovarian adenocarcinoma CN activity is significantly higher than in 
moderately differentiated adenocarcinoma. These data are consistent with the 
abovementioned results since the advanced stages of cancer are characterized mainly by 
poorly differentiated cells. 

 

          
Fig. 1. CN activity in plasma (a) and tumor tissue (b) of primary ovarian cancer patients. *-p<0,05 for the I stage 

(n=5) compared with control (n=5), and for II (n=5), III (n=5) stages compared with the I stage. 
 
The significant increase in CN activity in all stages of ovarian cancer indicates on 

similar increase in the level of proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, IL-2, TNFα), 
because, CN participates in the synthesis of these cytokines via activation of NFAT [7, 9, 
12]. Indeed, the increase in the level of some proinflammatory cytokines, depending on the 
stage of ovarian cancer, has been demonstrated by the other studies [8]. Abovementioned 
cytokines could be synthesized by tumor cells, as well as by the immune system cells 
(macrophages, Т-lymphocytes, etc.) since the organism uses the inflammatory response to 
fight against the neoplasms. However, such a chronic activation of the immune system 
contributes to chronic inflammation, which in turn stimulates tumor progression. Currently, 
ovarian cancer is shown to be associated with inflammatory processes [8]. Therefore, 
down-regulation of CN activity may be beneficial for ovarian cancer patients. 
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Fig. 2. CN activity in plasma (a) and tumor tissue (b) of primary ovarian cancer patients depending on tissue 

differentiation. *-p<0,05 for the moderately differentiated adenocarcinoma (n=5) compared with control (n=5), 
and for poorly differentiated adenocarcinoma (n=5) compared with moderately differentiated adenocarcinoma. 

 
Thus, in present work we have shown for the first time the involvement of CN in 

pathophysiology of ovarian cancer, as well as demonstrated that changes in CN activity in 
plasma and tumor tissue of patients with primary ovarian cancer depend on stage of disease 
and degree of tissue differentiation. Data obtained in this study can be used to develop new 
anticancer drugs for which the Ca2+/CaM/CN/NFAT signaling pathways can be a target. 
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The in vitro cultivation conditions for obtaining the isolated culture of Crupina 

vulgaris were firstly developed. Callus culture was obtained on MS (Murashige and Skoog) 
basal medium, supplemented with 2.0 mg/L indole 3 acetic acid (IAA), 0.2 mg/L kinetin, 
but further growth was supported on both MS medium and it`s modification, containing 6-
benzylaminopurine (BAP) 2mg/l, IAA - 0.5mg/l. 

Crupina vulgaris- callus culture 
The Crupina genus plants species belonging to the Asteraceae family which contain 

secondary metabolic products with high biological activity are widely used in medicine, 
cosmetic and food industry. Plant materials from Asteraceae family might be bioactive 
secondary metabolites that have the potential to treat different afflictions. Examples of 
these compounds include phenols, phenolic glycosides, unsaturated lactones, sulfur 
compounds, saponins, cyanogenic glycosides and glucosinolates [7, 9]. A number of 
species are considered invasive. Different plants contain different bioactive compounds and 
these vary with area, climate and mode of agricultural practice if they are not present in 
wild environment. Herbivory, pathogens and competition are the driving forces that induce 
plant species to develop chemical defense compounds. These plant origin compounds are 
good models for elucidation of their functional roles in medication and treatment of 
different afflictions. Poisonous plants exposed to frequent grazing by animals are 
commonly rich in alkaloids which have many biological activities including anticancer 
potential [5]. However, the growth regulatory properties of some plant metabolites allow 
them to act as chemotherapeutical agents. Flavonoids from Scutellaria baicalensis act on 
cyclin-dependent kinases to inhibit cancer cell proliferation [1]. Members of the Asteraceae 
family produce a large number of various secondary metabolites that show biological 
activity. Among them, sesquiterpene lactones and flavonoids are the most interesting ones 
from the pharmacological point of view. These substances are known for their reported 
medical efficacy e.g. strong anti-inflammatory, antimalarial, antioxidant, antitumor activity, 
as well as for the fact that they increase immunity and decrease the risk of atherosclerosis, 
arthritis and gastrointestinal disorders [7]. In many cases, the α-methylene group in the 
lactone ring of sesquiterpene lactones, being potentially able to bind the nucleophile sites of 
biomolecules by conjugate addition, manifests their biological activity [4].  

The genus Crupina comprises three species: vulgaris, crupinastrum, and intermedia. 
Ranges of C. vulgaris and C. crupinastrum overlap in Spain, Italy, Greece, and Turkey, 
although in each case, C. vulgaris grows on more northern or more mesic sites than C. 
crupinastrum [2]. The range of C. vulgaris extends northward to the dry valleys of the Alps 
in Switzerland, France and Italy, where it is restricted to open grasslands on steep south-
facing slopes [10]. 
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C. vulgaris normally grows on calcareous loam or clay loam soils of limestone parent 
material, and is rarely found, usually as an accidental introduction, on sandy soils or over 
siliceous (acidic) parent material [3]. 
 

Мaterial and methods 
 

Plant material. The investigated plant C. vulgaris Cass. was collected from 
Aragatsotn region (Mughni) in Armenia (1500-1600 m above sea level, N 40° 22.085´, E 
44° 22.815´) during the flowering period. 

Obtaining of isolated cultures. The leaves and stems were used as explants. To 
isolate tissue cultures the explants (approx. diameters of explants - 0.8 to 1.2 cm) were 
sterilized with solution of 330 mg/L mercuric chloride and 660 mg/L cetylpyridinium 
chloride for 8-10 min followed by four rinses with sterile distilled water. The sterilized 
explants were individually aseptically placed into petri dishes, containing 20 mL Murashige 
and Skoog (MS) nutrient medium [6], supplemented with 2.0 mg/L indole 3 acetic acid 
(IAA), 0.2 mg/L kinetin, 0.1 g/L myo-inositol, 0.1 mg/L thiamine HCl, 0.5 mg/L 
pyridoxine HCl, 0.5 mg/L nicotinic acid, 2.0 mg/L amino acetic acid, 30 g/L sucrose and 8 
g/L agar. The explants were placed in thermostat at 25°C (for the initiation of proliferation 
processes). Afterwards the formed primary callus tissues were placed in the flasks (50 mL) 
then replaced to the thermostat (in the same conditions). 

To optimize medium composition for shoot multiplication, in vitro cultivation was 
performed in MS basal medium (including vitamins, sucrose and agar), supplemented with 
BAP-2mg/l, IAA-0.5 mg/l. This medium was conditionally named MR30. Both of media 
were adjusted to pH 5.8 with 0.1 M NaOH before autoclaving for 20 min at 121oC. The 
cultures were placed in growth chamber at 25oC and illuminated with a 16-h photoperiod 
(natural daylight, supplemented with artificial light (approx. 150 μmol quanta m–2 s –1) 
provided by a white fluorescent lamp (Philips Inc., 36 W). Callus tissue further stable 
growth was supported in both MR30.medium. In vitro micro-propagation of C. vulgaris was 
carried out using modified variant of nutrient medium. 
 

Results and discussion 
 

The leaves and stems were used as explants in this investigation. Callus formation was 
occurred only on the explants of leaf origin. The proliferation begins on 7-8th days on MS 
medium and the primary callus was formed on 18-20th days of cultivation. On the MS 
medium C. vulgaris callus culture has darker color and growth was generally directed over 
the surface of the agar medium (Fig. 1a), whereas the growth on MR30 medium callus tissue 
was directed upward. Callus tissue of C. vulgaris had granular consistency and light yellow 
color growing in dark conditions (Fig.1b). a 

 

 a       b 
Fig. 1. Callus cultures of C. vulgaris, growing on MS medium (a), growing on MR30 medium (b). 
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After several passaging light color of callus culture has changed into a light brown 
with patches of white meristematic zones. Such tissue undergoes spontaneous 
organogenesis under the light (Fig. 2). 

 

 
Fig. 2. Organogenesis of C. vulgaris on the MR30 medium. 

 
On the same nutrient medium root formation occurs. The leaves and roots of C. 

vulgaris regenerated plants were placed on the MR30 fresh nutrient medium and callus 
culture was formed in these conditions.  

Generally, the growth cycle of calli was ended on the 27-28th day, but in case with in 
vitro plantlets – on the 35-40th day of cultivation. 

Conclusions 
Summarizing data of our investigation might be possible to conclude that isolated 

culture of C. vulgaris can be obtained using MS medium modified variant in which the 
concentration of different auxins is prevalent on the cytokinin concentration of more than 7 
fold. 

Previous studies unveiled the high metabolic activity of isolated cultures of different 
plants growing in Armenia [8, 11, 12]. The metabolic activity of C. vulgaris on in vitro 
cultures is not reported. Since both in vitro cultures and intact plants of C. vulgaris have 
intensive growth rate, they can be used as model systems in biotechnological investigations 
to produce valuable metabolites. 
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Superoxide dismutase (SOD) is an antioxidant enzyme that plays an important role in the 

defense system of the body. The aim of this study was to investigate the changes in activity of 
superoxide dismutase (SOD) in the plasma and tumor tissue of patients with gastric cancer depending 
on the stage (I-IV) of disease. It has been shown that SOD activity in the plasma of gastric cancer 
patients is significantly reduced compared with SOD activity in the plasma of healthy donors. In the 
same time tumor tissue SOD activity is increased compared with healthy (histologically examined) 
control tissue. The results obtained indicated that changes of SOD activity in plasma and tumor tissue 
of gastric cancer patients depend on the stage of disease. 

Gastric cancer - superoxide dismutase - reactive oxygen species 
 
Սուպերօքսիդդիսմուտազը (ՍՕԴ) հակաօքսիդանտային ֆերմենտ է, որը կարևոր դեր է 

խաղում օրգանիզմի պաշտպանողական համակարգում: Այս հետազոտության նպատակն էր ուսում-
նասիրել ՍՕԴ-ի ակտիվության փոփոխությունը ստամոքսի քաղցկեղով հիվանդների արյան 
պլազմայում և ուռուցքային հյուսվածքում՝ կախված հիվանդության զարգացման փուլից (I-IV): Ցույց 
է տրվել, որ ստամոքսի քաղցկեղով հիվանդների արյան պլազմայում ՍՕԴ-ի ակտիվությունը նշա-
նակալիորեն նվազում է առողջ դոնորների արյան պլազմայում ՍՕԴ-ի ակտիվության համեմատ: 
Միևնույն ժամանակ, ուռուցքային հյուսվածքում ՍՕԴ-ի ակտիվությունն աճում է առողջ (հյուս-
վածաբանորեն զննված) ստուգիչ հյուսվածքում ՍՕԴ-ի ակտիվության համեմատ: Ստացված 
տվյալները ցույց են տալիս, որ ստամոքսի քաղցկեղով հիվանդների պլազմայում և ուռուցքային 
հյուսվածքում ՍՕԴ-ի ակտիվության փոփոխությունը կախված է հիվանդության փուլից:  

Ստամոքսի քաղցկեղ – սուպերօքսիդդիսմուտազ – թթվածնի ակտիվ ձևեր 
 
Супероксиддисмутаза (СОД) - антиоксидантный фермент, который играет важную роль 

в системе защиты организма. Целью данной работы было исследование изменений активности 
супероксиддисмутазы (СОД) в плазме и опухолевой ткани пациентов с раком желудка в 
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зависимости от стадии (I-IV) заболевания. Было показано, что активность СОД в плазме па-
циентов с раком желудка значительно снижается по сравнению с активностью СОД в плазме 
здоровых доноров. В то же время, в опухолевой ткани активность СОД возрастает по сравне-
нию с активностью фермента в здоровой (гистологически исследованной), контрольной ткани. 
Полученные результаты показали, что изменения активности СОД в плазме и ткани пациентов 
с раком желудка зависят от стадии заболевания. 

Рак желудка – супероксиддисмутаза – реактивные формы кислорода 
 

Gastric carcinoma (GC) is one of the most common neoplasms in the world. The 
pathogenesis of GC is not completely understood. Nutritional, microbial, and genetic 
factors acting in a multistep and multifactorial process have been proposed [5]. 
Oxidant/antioxidant balance has been suggested as an important factor for initiation and 
progression of cancer, because reactive oxygen species (ROS) and changes in the cellular 
redox state activate multiple signaling pathways, participate in the regulation of cell growth 
and death, and induce the synthesis of proteins regulating cell protection in both 
nonmalignant and malignant cells [8]. Oxidative stress produced by the imbalance between 
ROS and biological antioxidant system can damage cellular macromolecules, leading to 
DNA and protein modification and lipid peroxidation [4].  

SOD is a key antioxidant enzyme, scavenging the superoxide radical (O2-), which is a 
precursor molecule for all other reactive oxygen species and their derivatives and can either 
promote or suppress tumor formation in human gastric mucosa. It has been found out that 
Ca2+/calmodulin (CaM)-dependent protein phosphatase calcineurin (CN), which is key 
enzyme leading to the activation of the immune system by participating in synthesis of 
several cytokines via dephosphorylation and activation of NFAT (nuclear factor of 
activated T cells) transcription factors, is sensitive to oxidative stress and may be 
modulated by the intracellular redox potential [10]. CN was reported to be a partner of both 
SOD1 (Cu,Zn-SOD) and mitochondrial SOD2 (Mn-SOD) [11]. Recently, in our laboratory 
it has been shown, that activity of CN has been changed differently in the pathophysiology 
of gastric cancer depending on the stage of disease [9]. Considering above mentioned and 
the controversial literature data concerning the changes in SOD activity in pathophysiology 
of cancer [6, 13], the aim of this study was to detect the changes of SOD activity in plasma 
and tumor tissue of patients with gastric adenocarcinoma in all (I-IV) stages of disease.  

Materials and methods. Studies were conducted on a group of 30 patients with gastric 
adenocarcinoma, including males and females, mean age 62 years, who underwent radical 
gastrectomy for gastric cancer at the National Center of Oncology after V.A. Fanarjyan 
(Ministry of Healthcare, RA). Patients were not treated by radio- or chemotherapy before 
surgery. The plasma of healthy donors (n=6) and histologically checked healthy parts of 
remote tissue were used as a control. 

Blood samples (3ml) were collected into sodium citrate (3,2%)-coated vacutainer 
tubes and plasma was separated by centrifugation at 1500 rpm for 10 min. Tissue samples 
(1-2g) were homogenized in 5 volumes of 50 mM Tris/HCl buffer (pH 7,5) containing 
0,05% Triton-X-100, 0,1 mM EDTA and 1 mM ditiothereitol (DTT) and protease 
inhibitors. Supernatants were obtained by centrifugation at 10000×g for 60min at 40C. 
Supernatants and plasma samples were stored at -700C until determination. Protein content 
in samples was determined by Bradford assay. 

The activity of SOD was measured spectrophotometrically using Agilent Cary 60 UV-
VIS spectrophotometer by the method of Sirota [1]. 

Data were analyzed statistically by one-way ANOVA using Origin 61 software. 
Statistical significance –p<0,05. All data were expressed as mean±SEM. 

 
Results and discussion. Results obtained have been demonstrated that in plasma of 
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gastric cancer patients SOD activity was shown to be decreased in the I, II, III and IV 
stages by 68.5%, 75.5%, 78.3% and 80.4%, respectively, compared with control (Fig. 1a). 
 

      
              

Fig. 1. SOD activity in the plasma of healthy donors and gastric cancer patients in different stages of disease (a), 
and SOD activity in healthy control tissue, as well as in tumor tissue in different stages of disease (b). 

*p<0.05 for the I stage (n=6) compared with control (n=6) and for the II (n=8), III (n=8), and IV (n=8) stages 
compared with the I stage. 

As shown in Fig. 1b, the activity of SOD was considerably higher in tumor tissue 
compared with the activity in healthy control. SOD activity was shown to be increased in 
the I, II, III and IV stages by 33.5%, 11.6%, 7.6% and 7.58, respectively, compared with 
control. 

Our data obtained have been indicated that the activity of SOD is changed differently 
in plasma and tumor tissue of gastric cancer patients among the subsequent stages of GC 
development. Reduction of plasma SOD activity depending on the stage of GC may be due 
to an increased endogenous production of ROS in plasma of gastric cancer patients, which 
is rises from I-IV stage [2]. It is well known that gastrointestinal tract is a key source of 
ROS, which production has been shown to increase in the gastric mucosa of persons 
infected with Helicobacter pylori, but a large amount of ROS was generated in response to 
an active inflammatory reaction in the stomach, even among those without Helicobacter 
pylori infection [15]. Despite of the protective barrier provided by the epithelial layer, 
ingested materials and pathogens can cause inflammation by activating the epithelium, 
polymorphonuclear neutrophils (PMNs), and macrophages to produce inflammatory 
cytokines and other mediators that contribute further to oxidative stress and elevated level 
of ROS [14]. 

Extensive research during the last quarter century has revealed that reactive oxygen 
species produced in the body, primarily by the mitochondria, play a major role in various 
cell-signaling pathways, by activating various transcription factors (e.g., nuclear factor 
kappa B (NF-κB), activator protein-1, hypoxia-inducible factor-1a, and signal transducer 
and activator of transcription 3), which have been shown to play an important roles in 
regulating of constitutive or inductive expression levels of SOD [7]. 

Paradoxically, ROS also control the expression of various tumor suppressor genes 
(p53, Rb, and PTEN). Similarly, c-radiation and various chemotherapeutic agents used to 
treat cancer mediate their effects through the production of ROS, to destroy malignant cells 
by inducing apoptosis. Interestingly, ROS have also been implicated in the 
chemopreventive and anti-tumor action of nutraceuticals derived from fruits, vegetables, 
spices, and other natural products used in traditional medicine [3]. 

Considering the fact that many human tumors have been shown to express high levels 
of SOD, which has been associated with aggressive tumor characteristics [12] and our data, 
we think that up-regulation of SOD activity in gastric carcinoma tissue most likely serves 
as a protective mechanism against superoxide radicals for cancer cells and targeting SOD 
may be a promising approach for the selective killing of cancer. 
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