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1. АННОТИРОВАННЙ ПЕРЕЧЕНЬ ВАЖНЕЙШИХ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ, ЗАВЕРШЕННЫХ В 2009г. ПО ПРОГРАММАМ ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ СО РАН ЗА 2007-2009 ГГ.
В 2009 году Институт биофизики СО РАН выполнял НИР по следующим основным направлениям фундаментальных исследований РАН:

43 Экология организмов и сообществ
46 Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов.
47 Молекулярная генетика. Механизмы реализации генетической информации. Биоинженерия.
50 Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Биоинформатика.
51 Биотехнология.
53 Эволюционная, экологическая физиология, системы жизнеобеспечения и защиты человека.

В 2009 году закончены исследования по шести бюджетным проектам НИР Института на период 2007-2009 гг. зарегистрированым во ВНТИЦентре с присвоением шифров государственной регистрации. В рамках утвержденных планов НИР по проблемам биофизики экосистем и физико-химической биологии получены следующие важнейшие результаты:

Проект 6.2.1.12. Распределение и стехиометрия незаменимых биохимических компонентов, биогенных и трансурановых (плутония, америция) элементов в трофических сетях водных экосистем бассейна реки Енисей (ИБФ). Рег.№ 01.200703094. 
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1. Впервые выполнена оценка роли индивидуальных миграций зоопланктона в замыкании цикла биогенных элементов в стратифицированном водоеме на примере озера Шира. В экспериментах с выделенными объемами in situ зафиксированы асинхронные индивидуальные вертикальные миграции доминирующего в озерах Шира вида зоопланктона Arctodiaptomus salinus. Выполнена оценка потока биогенных элементов из миксо- в монимолимнион (биогенные элементы «теряемые» пелагической системой) в озере Шира. В летний период времени скорости седиментации составили: органического углерода 122±2.9 мг ( м2 ( сут.−1, азота 9.9±0.5 мг ( м2 ( сут.−1, фосфора 3.0±0.3 мг ( м2 ( сут.−1. 
С использованием разработанной математической модели верифицированной по данным мониторинга и проведенных экспериментов выполнена суммарная оценка потоков биогенных элементов генерируемых индивидуальными миграциями зоопланктона между гидродинамически разделенными гипо- и эпилимнионом. Для озера Шира они составили: органического углерода 13 мг ( м2 ( сут.−1, азота 2 мг ( м2 ( сут.−1, фосфора 0.2 мг ( м2 ( сут.−1. 
Таким образом, поток биогенных элементов, генерируемый индивидуальными миграциями зоопланктона, составляет примерно 10% от потока теряемого пелагической системы в результате оседания в аноксигенный гиполимнион. (лаб. биофизики экосистем, член-корр. А.Г. Дегерменджи)
2. Впервые оценены экологические последствия одновременной передачи по трофической водной цепи полезных и вредных для человека химических веществ. Выведена формула для количественной оценки соотношения риск/польза (Р/П) при потреблении человеком продукта, содержащего незаменимые полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) и тяжёлые металлы: 

HQEFA = 
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где REFA (мг ( сут.−1) – рекомендованная персональная доза ПНЖК, c (мкг(г−1) – концентрация конкретного металла в потребляемом виде рыбы, С (мг (г−1) – содержание ПНЖК в потребляемом виде рыб, RfD (мкг ( кг−1 ( сут.−1) – референтная доза (максимальное безопасное количество данного металла, которая может быть потреблена человеком в сутки без риска для здоровья), AW (кг) – средний индивидуальный вес взрослого человека. 

Соотношение Р/П использовано на примере изучения хариуса сибирского (Thymallus arcticus) из р. Енисей. Установлено, что хариус из незагрязнённого участка реки выше г. Красноярска потенциально является ценным для здоровья человека пищевым продуктом, за исключением отдельных случаев, в которых обнаружено повышенное содержание хрома в мышечной ткани рыб. Полученные данные доказывают необходимость регулярного мониторинга химического состава промысловых рыб, проводимого, как минимум, ежемесячно. (Институт биофизики СО РАН, лаб. экспериментальной гидроэкологии, д.б.н. М.И. Гладышев).
Проект 6.5.1.3. Механизмы катализа в биолюминесцентных реакциях четырех типов светящихся организмов (бактерии, кишечнополостные, черви, светляки): общие закономерности и различия. № 01.200703093
Клонированы и охарактеризованы гены, кодирующие люциферазу, зеленый флуоресцентный белок и Са2+-зависимый целентеразин-связывающий белок (СВР) и являющиеся необходимыми компонентами биолюминесцентной системы коралла Renilla muelleri. С разрешением 1.7 и 1.8 Å определены кристаллические пространственные структуры СВР, связанного с целентеразином, и апо-СВР, связанного с ионами кальция. Результаты данных фундаментальных исследований являются основой для создания новых биолюминесцентных репортерных систем для визуализации внутриклеточных молекулярных процессов in vivo, которые могут найти применение в клеточной биологии, медицине, биотехнологической и фармакологической промышленности. (Институт биофизики СО РАН, лаб. фотобиологии, к.б.н. Е.С. Высоцкий)
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Кристаллическая структура Cа2+-зависимого целентеразин-связывающего белка из Renilla muelleri. Целентеразин показан в центре молекулы. (Б) Кристаллическая структура СВР с увеличением в районе 6-(п-гидрокси)-фенильной группы целентеразина. Молекулы воды показаны в виде сфер красного цвета. (В) Выравненные аминокислотные последовательности CBP и обелина. Цветные цилиндры соответствуют (-спиралям на панели (А). Цилиндры серого цвета I-IV соответствуют «EF-hand» петлям.
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Пространственная структура CBP в апо-форме с ионами кальция. Ионы кальция показаны в виде сфер серого цвета.
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Поверхности CBP с целентеразином (А) и CBP в апо-форме с ионами кальция (Б) (стрелка указывает на открытое «отверстие»). (В) Компьютерное моделирование взаимодействия и образования комплекса между люциферазой Renilla (слева) и CBP, связанного с кальцием (справа).


Проект 6.6.1.3: Изучение физико-химических свойств и биологических эффектов наночастиц абиогенной и биогенной природы как основа создания новых материалов и технологий биологического и медицинского назначения. Рег. номер 01.200703090

В модельных экспериментах in vitro впервые исследована возможность создания систем адресной доставки веществ на основе модифицированных наноалмазов (МНА). С помощью адсорбции и ковалентной иммобилизации на поверхности МНА маркерных биомолекул (BSAI125, IgGI125, RAM) получены комплексы наноалмаз-маркерный белок (белки). Показано, что комплексы наноалмаз-IgGI125, полученные с помощью адсорбции белка, не обладают стабильностью в цельной сыворотке крови, что сопровождается десорбцией маркера (Рис. 1). С помощью ковалентной иммобилизации белков получены комплексы наноалмаз-IgGI125 и RAM-наноалмаз-BSAI125. Установлено, что оба комплекса: обладают стабильностью (десорбции маркеров не наблюдается) (Рис. 1) и высокой коллоидной устойчивостью в сыворотке крови. Показано, что комплекс RAM-наноалмаз-BSAI125 специфически связывается с антигеном-мишенью (IgGm), иммобилизованным на матрице Sepharose 6В (Рис. 2). Полученные результаты открывают новые перспективы применения наноалмазов для конструирования систем адресной доставки веществ in vivo (например, лекарственных препаратов) к биологическим мишеням. (Институт биофизики СО РАН, лаб. бионанотехнологии и бактериальной биолюминсценции, д.б.н. В.С. Бондарь).
[image: image41.jpg]


Типичное распределение радиоактивности при хроматографии на Sepharose 6B образцов сыворотки, содержащих МНА с адсорбированными (слева) и ковалентно иммобилизованными (справа) IgGI125.
[image: image42.emf]0 10 20 30

Время, ч

0

0.4

0.8

1.2

1.6

У

р

о

ж

а

й

,

 

г

/

л

10

-2

10

-1

10

0

10

1

10

2

10

3

С

в

е

ч

е

н

и

е

,

 

о

т

н

.

 

е

д

.

20

30

40

50

60

С

о

д

е

р

ж

а

н

и

е

 

п

о

л

и

м

е

р

а

,

 

%

3

2

1


Гипотетическая схема создания системы адресной доставки веществ с использованием МНА в качестве носителя: BSAI125 – маркерная биомолекула (прототип молекулы доставляемого вещества), RAM – антитела кролика к антителам мыши (прототип молекулы лиганда), IgGm – иммуноглобулины мыши (прототип рецепторной молекулы биологической мишени), matrix – матрица (гранулы Sepharose 6B).

Проект 6.9.1.6. Принцип наихудшего сценария в построении минимальных теоретических и экспериментальных биосферных моделей, согласованных с данными глобальных наблюдений, включая спутниковые. Рег. №01.200703091.

Получено экспериментальное подтверждение интенсификации процессов окисления органического вещества в замкнутых экологических системах при повышении глобальной температуры. Разработана экспериментальная миниэкосистема (МЭС) «Биота» функционирующая в стационарном режиме с высокой степенью замкнутости внутренних круговоротных процессов. Резкое (в течение часа) повышение температуры с 17°С(1( до 23(С(1( привело к быстрому повышению концентрации углекислого газа в системе (рис. 1А). Интенсивность окислительных и восстановительных процессов в системе выровнялась только через 5 суток после повышения температуры. При этом углекислотный компенсационный пункт (УКП) системы в целом возрос с 193 ppm до 480 ppm. Оценки интенсивности фотосинтеза по динамике СО2 после включения освещения в предварительно затемненной системе (рис 1Б) и значения УКП в системе до и после повышения температуры позволяют вычислить интенсивность дыхания системы в целом для этих двух случаев. Показано, что при повышении температуры МЭС на 5ОС суммарная интенсивность дыхания системы возросла более, чем в два раза. (Институт биофизики СО РАН, лаб. теоретической биофизики, д.б.н. С.И. Барцев, лаб. управления биосинтезом фототрофов, д.б.н. А.А. Тихомиров)
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Кривые изменения концентрации СО2 сразу после повышения температуры (А) и (Б) сразу после включения света в предварительно выдержанной в темноте системе: д) – до повышения и п) – после повышения температуры. На рисунке приведены аппроксимационные уравнения, позволяющие вычислить производную – скорость фотосинтеза. 

проект 6.10.1.5. Контролируемый синтез резорбируемых полиэфиров и разработка научных основ их применения в качестве матриксов функционирующих клеток и депонирования лекарственных средств. Рег. номер 01.200703092

1. В Институте биофизики СО РАН впервые в качестве потенциальных продуцентов биоразрушаемых полимеров исследована новая группа микроорганизмов – светящиеся бактерии из коллекции Института. Изучено 33 штамма, относящихся к четырём видам – Photobacterium leiognathi, Photobacterium phosphoreum, Vibrio harveyi и Vibrio fischeri.

Способность к синтезу ПГА обнаружена у большинства исследованных штаммов. Среди исследованных микроорганизмов наиболее значительные количества полимеров синтезировали штаммы Ph. leiognathi (до 71% от биомассы), а также отдельные представители V. harveyi (до 59%). Среди представителей трех видов – Ph. leiognathi, V. harveyi и V. fischeri – выявлены продуценты гетерогенных ПГА, включающих, помимо гидроксибутирата, также гидроксивалерат и гидроксигексаноат. 8 штаммов светящихся бактерий рекомендованы в качестве новых эффективных продуцентов ПГА. (Институт биофизики СО РАН, лаб. хемоавтротрофного биосинтеза, д.б.н. Т.Г.Волова)
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2. С целью расширения спектра биоразрушаемых полигидроксиалканоатов (ПГА) с использованием метаболической регуляции биосинтеза клеточных макромолекул при ингибировании пути бета-окисления впервые синтезировано семейство многокомпонентных ПГА природными штаммами Ralstonia, содержащих, помимо гидрокибутирата и гидроксивлаерата в качестве макровключений (до 50 мол.%) мономеры гидроксигексаноата. Установлено, что многокомпонентные ПГА характеризуются высокой биосовместимостью, а включения гексаноата снижают кристалличность и температурные характеристики полимера, улучшая технологические свойства. Разработанные из ПГА экспериментальные модели трубчатых эндопротезов и противоспаечных барьерных мембран допущены к клиническим испытаниям для эндобилиарной хирургии на базе кафедры общей хирургии Красноярского государственного медицинского университета им. проф. Войно-Ясенецкого. (Институт биофизики СО РАН, лаб. хемоавтротрофного биосинтеза, д.б.н. Т.Г.Волова)
Проект 6.12.1.3. Экспериментальное и теоретическое моделирование процессов трансформации и перераспределения углеродных соединений в биосистеме с круговоротом вещества, включающей растения и почвоподобный субстрат. Рег. № 01.200703089. 

Для условий биорегенеративных замкнутых экосистем (БЗЭС) зарегистрирован пониженный уровень светового насыщения фотосинтетической продуктивности как С3 (пшеница и редис), так и С4-растений (чуфа), культивируемых на почвоподобном субстрате (ППС), Эффект обусловлен ограничением скоростей преобразования в ППС из иммобилизованных форм N, P и Ca в доступные для питания растений формы, что лимитирует увеличение синтеза ассимилянтов с ростом уровня облученности. Показано, что депонирование углерода в замкнутом биотическом цикле: «ППС – растения» возможно при дисбалансе циклов азота и углерода вызванного поступлением в биосистему избыточного углерода. Полученные результаты выявили принципиальные ограничения использования почвоподобных субстратов для БЗЭС. (Институт биофизики СО РАН, лаб. управления биосинтезом фототрофов, д.б.н. А.А. Тихомиров)
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Фактический фотосинтез растений пшеницы и чуфы при 150 Вт/м2 и 250 Вт/м2 ФАР 
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Относительное содержание минеральных элементов в питательных растворах пшеницы и чуфы в начале опыта и перед уборкой растений (в % от содержания в растворе Кнопа).


2. ОТЧЕТЫ ПО ПРОЕКТАМ ПО ПРИОРИТЕТНЫМ НАПРАВЛЕНИЯМ И ПРОГРАММАМ ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ И ОРИЕНТИРОВАННЫХ (ПРИКЛАДНЫХ) ИССЛЕДОВАНИЙ.
Приоритетное направление 6.2. Экология организмов и сообществ.
Программа 6.2.1. Пространственно-временная организация и функционирование экосистем Сибири. 

Проект 6.2.1.12. Распределение и стехиометрия незаменимых биохимических компонентов, биогенных и трансурановых (плутония, америция) элементов в трофических сетях водных экосистем бассейна реки Енисей (ИБФ). Рег.№ 01.200703094

Научный руководитель проекта: д.б.н., проф. М.И. Гладышев
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1. На пресноводном водохранилище была проверена выдвинутая ранее гипотеза, согласно которой изменение элементной стехиометрии и содержания полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК) в сестоне природных водоемов происходит не за счёт изменения этого содержания в клетках той или иной популяции доминирующего вида фитопланктона, а за счёт смены видового состава сообщества. Иными словами, если какой-либо вид фитопланктона в данный момент времени доминирует в природном сообществе, это означает, что он имеет оптимальную внутриклеточную стехиометрию элементов и оптимальное содержание ПНЖК. Очевидно, что в таком случае стехиометрия и состав ПНЖК в периоды доминирования разных видов являются постоянными и видоспецифичными. Для проверки гипотезы были обобщены и проанализированы материалы трех полевых сезонов. Полученные данные свидетельствовали в пользу гипотезы о постоянном и видоспецифичном элементном и биохимическом составе фитопланктона в периоды доминирования. Наибольший интерес представляет то обстоятельство, что среди исследованных природных популяций фитопланктона, согласно стехиометрическим и биохимическим индикаторам качества пищи, не оказалось видов, абсолютно ценных или, наоборот, непригодных для питания зоопланктона, как это считалось ранее на основе анализа ограниченного числа лабораторных культур (Gladyshev et al., 2007).


Установлено, что вопреки существующим представлениям в эвтрофном водохранилище может наблюдаться высокое содержание незаменимой эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК) во фракции летнего зоопланктона, возникающее за счёт пула, произведённого весенним фитопланктоном. Раннелетний максимум содержания ЭПК в зоопланктоне сохраняется в течение месяца. Лаг-фаза появления сезонного максимума ЭПК в биомассе вторичных консументов составляет 1.5 – 2 месяца от сезонного (весеннего) максимума ЭПК фитопланктона (Сущик и др., 2008, рис. 1).
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Была выдвинута гипотеза, согласно которой эффективность передачи по трофической цепи физиологически важных веществ, таких как незаменимые полиненасыщенные жирные кислоты семейства ω3 (ПНЖК) должна быть выше, чем эффективность переноса общего органического вещества, составляющая, как известно, лишь около 10%. В ходе проверки гипотезы установлено, что относительная суммарная концентрация длинноцепочечных ПНЖК в биомассе бентосных и планктонных животных, практически не способных к синтезу этих кислот, оказалась в среднем в три раза выше, чем их концентрация в биомассе бентосных и планктонных водорослей, синтезирующих ω3 ПНЖК de novo. Обнаруженное увеличение концентраций ПНЖК в биомассе консументов возможно только в том случае, если данные вещества, поступающие исключительно с пищей, подвержены окислению в меньшей степени, чем остальное органическое вещество. Следовательно, впервые получены доказательства, что эффективность переноса по трофической цепи отдельных групп физиологические важных веществ может быть выше, чем эффективность переноса общего органического вещества (Гладышев и др., 2009)


Выведена формула для количественной оценки соотношения риск/польза (Р/П) при потреблении человеком продукта, содержащего незаменимые полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) и тяжёлые металлы: 

HQEFA = 
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где REFA (мг ( сут.−1) – рекомендованная персональная доза ПНЖК, c (мкг(г−1) – конкретного металла в потребляемом виде рыбы, С (мг (г−1) – содержание ПНЖК в потребляемом виде рыб, RfD (мкг ( кг−1 ( сут.−1) – референтная доза (максимальное безопасное количество данного металла, которая может быть потреблена человеком в сутки без риска для здоровья), AW (кг) – средний индивидуальный вес взрослого человека. 

Соотношение Р/П использовано на примере изучения хариуса сибирского (Thymallus arcticus) из р. Енисей. Установлено, что хариус из незагрязнённого участка реки выше г. Красноярска потенциально является ценным для здоровья человека пищевым продуктом, за исключением отдельных случаев, в которых обнаружено повышенное содержание хрома в мышечной ткани рыб. Полученные данные доказывают необходимость регулярного мониторинга химического состава промысловых рыб, проводимого, как минимум, ежемесячно (Gladyshev et al., 2009).


2. Для оценки интенсивности накопления изотопов америция и плутония в лабораторных экспериментах использовали биомассу погруженного растения Elodea canadensis Mich (элодея), отобранного в реке Енисей выше по течению места сброса радиоактивных вод ГХК. Типичная динамика удельной активности 241Am и 242Pu в биомассе элодеи представлена на рис. 2. Из представленных данных видно, что в экспериментах уже спустя сутки происходит изъятие 241Am и 242Pu из среды и регистрируется активность трансурановых элементов в биомассе побегов элодеи. Спустя 3-4 суток процесс накопления 241Am и 242Pu выходит на стационарный уровень. Проведенные эксперименты показали, что 241Am и 242Pu действительно накапливаются побегами элодеи. Для оценки степени связанности 242Pu и 241Am в биомассе элодеи (биодоступности), побеги элодеи подвергали химическому разделению, согласно использованной методике фракционирования. Исследования содержания 241Am в биомассе показали (рис.3), что в процессе накопления 241Am биомассой элодеи доля 241Am, прочно связанного с биомассой в органо-минеральном остатке, достигала 27% общего содержания 241Am в биомассе, т.е. возросла в 2 раза. Исследования содержания 242Pu в биомассе показали (рис.3), что в процессе накопления 242Pu биомассой элодеи, как и в случае с 241Am, происходит снижение доли 242Pu в обменной и адсорбированной фракциях и возрастание доли 242Pu в органо-минеральном остатке. В конце опыта доля 242Pu в органо-минеральном остатке биомассы достигла 43% от общего содержания 242Pu в биомассе, т.е., оказалась выше, чем доля 241Am. В ранее проведенных экспериментах доля 242Pu в органо-минеральном остатке биомассы элодеи в отдельных случаях доходила до 60%. Следовательно, плутоний оказался более биодоступен чем америций для биомассы элодеи. Различия в степени биодоступности плутония и америция могут быть объяснены разными окислительно-восстановительными свойствами радионуклидов и их стабильностью. В отличие от америция, для которого стабильной формой существования в окружающей среде является только Am(III), плутоний может существовать в четырех окислительных формах: Pu(III), Pu(IV), Pu(V), Pu(VI).Соединения Pu в значительной степени отличаются по растворимости, устойчивости и, следовательно, степени аккумулирования поверхностями, в том числе и биологическими объектами. Накопление Pu протекает в основном за счет процессов биовосстановления, биосорбции и (или) биосоосаждения. Поскольку Am (III) степень окисления не меняет, накопление его водными растениями связано преимущественно только с процессами биосорбции и (или) биосоосаждения. 

Исследования распределения 241Am по компонентам биомассы водных растений показали, что 241Am, накопленный в биомассе, в основном (95±1%) связан с клеточными стенками и мембранами, и лишь небольшая часть 241Am (5±1%) растворена в цитоплазме. Липиды содержат не более 1 % 241Am, накопленного в биомассе, до 10% 241Am связано с белками и углеводами, а основная часть 241Am связана с полисахаридами типа клетчатки. Слабое проникновение 241Am в цитоплазму, а также содержание основной доли радионуклида во фракции структурных полисахаридов свидетельствует о преобладании биосорбции в качестве основного механизма накопления 241Am фотоассимилирующими органами макрофитов из водной среды.
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	Рис.2. Динамика активности 241Am и 242Pu в биомассе побегов Elodea сanadensis


	Рис.3. Распределение 241Am и 242Pu по по химическим фракциям биомассы Elodea canadensis в начале и конце эксперимента. 

(I – обменная фракция, II – адсорбционная, 

III+IV – органо-минеральный остаток)


С целью выявления факторов, влияющих на накопление трансурановых элементов биомассой водных растений, в экспериментах Am и Pu вносился в воду разного химического состава. Наряду с фильтрованной водой реки Енисей, которая традиционно используется в экспериментах, в последующих опытах также использовалась дистиллированная вода, фильтрованная вода реки Енисей пропущенная через анионно-обменную смолу, а также внесение в воду цитрата, Na2ЭДТА, аскорбиновой кислоты и сульфида. Известно, что ЭДТА и цитрат рассматривается как аналог сидерофоров – это низкомолекулярные хелатирующие органические вещества, способные связывать металлы, а также трансурановые элементы. Аскорбиновая кислота может выступать в роли окислителя или восстановителя в зависимости от физико-химических условий среды. Элементы с переменной степенью окисления (такие как плутоний) могут менять степень окисления в растворе аскорбиновой кислоты. С элементами, имеющими постоянную степень окисления (такими как Am(III)), аскорбиновая кислота взаимодействует аналогично ЭДТА. Сульфид - активный агент-восстановитель, который переводит в нерастворимые состояния за счет изменения степени окисления элементы с переменной степенью окисления, а элементы с постоянной степенью окисления - за счет образования низкорастворимых солей. Из данных эксперимента №1 (рис.4) следовало, что только в первые двое суток элодея более интенсивно накапливает 241Am из фильтрованной воды Енисея в сравнении с дистиллятом и с добавками цитрата. В дальнейшем эта разница в накоплении 241Am из воды вышеотмеченных вариантов недостоверна. В варианте с добавкой Na2ЭДТА почти весь 241Am находится в растворе в форме, недоступной для биосорбции элодеей. В эксперименте №2 (рис.4) элодея практически одинаково накапливает 241Am из фильтрованной воды Енисея в сравнении с добавками цитрата и сульфида. Только при добавке аскорбиновой кислоты элодея существенно меньше накапливает 241Am. На основании проведенных экспериментов все варианты воды разного химического состава можно расположить в ряд по влиянию на накопление 241Am элодеей: фильтрат = дистиллят = добавка цитрата = добавка сульфида (800-1200 Бк/г) > добавка аскорбиновой кислоты (300 Бк/г) > добавка Na2ЭДТА (120 Бк/г).

В экспериментах с 242Pu анализировался только вариант добавки цитрата по сравнению с фильтрованной водой Енисея и не было выявлено разницы в накоплении 242Pu биомассой элодеи (5 Бк/г), аналогично для 241Am. Проведенные эксперименты продемонстрировали возможность регулирования накопления 241Am биомассой элодеи посредством изменения химического состава воды.
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Рис.4. Динамика активности 241Am в пробах воды (разного химического состава) в экспериментах №1 и №2 с Elodea сanadensis
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3. По результатам анализа методом ПЦР/ДГГЭ фрагментов гена 16SрРНК в хемоклине оз. Шира и Шунет доминировали пурпурные серные бактерии, родственные Lamprocystis purpurea (Chromatiaceae). Под слоем пурпурных бактерий в оз. Шунет присутствовали зеленые серные бактерии, филогенетически отличные от штамма, ранее выделенного из данного озера. 

Рис. 5. Положение максимального градиента солености в озере Шира: (______) рассчитанное с помощью модели, (○) измеренное в озере. (Δ) - измеренная глубина миксолимниона. Стрелками показаны «глубокие» миксолимнионы.  

Показано, что биомасса пурпурных серных бактерий в подледный период зависит от освещенности в хемоклине, и при благоприятных условиях в озере Шира может превышать летние значения. Показано, что характер снегового покрова на поверхности льда влияет на освещенность в водной толще, и может быть оценен дистанционно с помощью спутниковых снимков. С помощью одномерной вертикальной модели показано, что глубина зимнего миксолимниона в оз. Шира варьирует по годам в зависимости от метеорологических условий (рис. 5.), что позволяет делать прогноз освещенности в хемоклине, а следовательно – прогнозировать продукцию фототрофных серных бактерий в подледный период.

Получено экспериментальное подтверждение гипотезы о формировании вертикального распределения зоопланктона в озере в результате оптимизации развития в многомерном пространстве параметров. В экспериментах с выделенными объемами in situ зафиксированы асинхронные индивидуальные вертикальные миграции доминирующего в озерах Шира и Шунет вида зоопланктона Arctodiaptomus salinus и показано, что: 1) интенсивность индивидуальных миграций на наименее привлекательную глубину была наименьшей из всех зафиксированных; 2) интенсивность индивидуальных миграций одного и того же вида в экосистеме с пространственно разделенными значениями благоприятных факторов среды (оз. Шира) существенно выше, чем в не стратифицированной системе (оз. Шунет).

Выполнена оценка потока биогенных элементов из миксо- в монимолимнион (биогенные элементы «теряемые» пелагической системой) в озере Шира. В летний период времени скорости седиментации составили: органического углерода 122±2.9 мг ( м2 ( сут.−1, азота 9.9±0.5 мг ( м2 ( сут.−1, фосфора 3.0±0.3 мг ( м2 ( сут.−1. 

С использованием разработанной математической модели верифицированной по данным мониторинга и проведенных экспериментов показано, что в стратифицированном водоеме с пространственно разделенными благоприятными факторами среды благодаря индивидуальным миграциям зоопланктона 1) максимум экскреции минерального фосфора зоопланктоном происходит в эпилимнионе. Зафиксированный в озере, максимум концентрации минерального фосфора в эпилимнионе в период летней стратификации может быть частично объяснен этим процессом; 2) максимум выделения фосфора в виде пеллет зоопланктона происходит в металимнионе. Выполнена суммарная оценка потоков биогенных элементов генерируемых индивидуальными миграциями зоопланктона между гидродинамически разделенными гипо- и эпилимнионом. Для озера Шира они составили: органического углерода 13 мг ( м2 ( сут.−1, азота 2 мг ( м2 ( сут.−1, фосфора 0.2 мг ( м2 ( сут.−1. 

Таким образом, поток биогенных элементов, генерируемый индивидуальными миграциями зоопланктона, составляет примерно 10% от потока теряемого пелагической системы в результате оседания в аноксигенный гиполимнион (рис. 6). 
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Рис. 6. Оценка потока биогенных элементов теряемых пелагической системой за счет оседания в аноксигенный гиполимнион и обратного потока биогенных элементов, генерируемого индивидуальными миграциями зоопланктона.
Приоритетное направление 6.5. Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов.

Программа 6.5.1. Супрамолекулярные комплексы нуклеиновых кислот и ферментов.
Проект 6.5.1.3. Механизмы катализа в биолюминесцентных реакциях четырех типов светящихся организмов (бактерии, кишечнополостные, черви, светляки): общие закономерности и различия. № 01.200703093
Руководитель проекта: к.б.н. Высоцкий Е.С.

Выявление структурно-функциональной организации метаболических путей образования субстратов бактериальной люминесценции и роли симметрии промежуточных метаболитов бактериальной люциферазы в образовании электронно-возбужденных состояний
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Создана модель, описывающая взаимодействие бактериальной люциферазы с тремя участвующими в реакции субстратами и учитывающая распад восстановленного флавинмононуклеотида. Система дифференциальных уравнений, описывающих схему, в рамках предстационарной кинетики была сведена к одному линейному неоднородному уравнению первого порядка. Анализ полученного уравнения показал, что спад интенсивности люминесценции светового импульса описывается экспонентой, характеризующейся константой (kсп), зависящей от концентрации альдегидного субстрата (A0) и кислорода (θ0):
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где K4, K5, K7 константы равновесия соответствующих стадий люминесцентной реакции, а k* константа, характеризующая скорость образования электронно-возбужденного комплекса и, соответственно, интенсивность светового потока. Таким образом, константа скорости спада люминесцентного импульса не зависит от начальной концентрации флавинмононуклеотида и будет уменьшаться по гиперболическому закону при уменьшении концентраций альдегида и кислорода. Эти выводы хорошо согласуются с экспериментальными данными.

С использованием темновых мутантов Photobacterium leiognathi исследованы метаболические пути восстановления флавинового субстрата. Получены результаты в пользу схемы восстановления флавинового субстрата люминесцентной реакции с участием альдегиддегидрогеназы длинноцепочечных алифатических альдегидов.

Изучено влияние активаторов и ингибиторов биолюминесценции на термостабильность и флюоресценцию бактериальной люциферазы. Тип активации люциферазы этанолом и метанолом определяется как неконкурентный, а ацетоном ( как конкурентный по отношению к субстрату реакции тетрадеканалю. Ингибирование реакции более высокими концентрациями этанола и метанола происходит по конкурентному типу, в то время как ДМСО и ацетон ингибируют реакцию неконкурентно. Присутствие в реакционной среде всех исследованных органических растворителей, кроме ДМСО, увеличивает скорость термоинактивации люциферазы при повышении температуры. ДМСО в концентрации 2,5% стабилизирует люциферазу. При этом увеличение концентрации метанола и ацетона в реакционной среде приводит к уменьшению интенсивности возбужденной флуоресценции без смещения максимумов флуоресценции. Увеличение концентрации ДМСО вызывают два различных эффекта в спектрах флуоресценции, а именно, наблюдается увеличение максимальной интенсивности флуоресценции и смещение максимальной длины волны в красную область спектра, что указывает на то, что остатки триптофана могут находиться в более полярном микроокружении.

Установление физико-химических механизмов взаимодействия токсичных соединений с биолюминесцентными системами in vivo и in vitro при воздействии фотохимических, химических и биологических ремедиационных факторов

Исследовано воздействие ряда хинонов (производные 1,4-бензо-и 1,4-нафтохинона), фенолов (окси- и 1,4-диокси-бенозолов, п-крезола), солей металлов переменной валентности (железа, хрома, меди), галогенидов калия на биолюминесцентные системы различной сложности – ферментативную (растворимую и иммобилизованную в крахмальный гель) и бактерии (интактные и лиофилизированные). Предложена классификация механизмов воздействия соединений на биолюминесценцию ферментативной системы, включающая изменение скоростей внутри- и межмолекулярного переноса энергии с участием эмиттера биолюминесценции, неспецифическое влияние на перенос электрона в ферментативной системе, влияние на перенос водорода в сопряженной системе реакций и на ферменты.

Изучено взаимодействие ряда гомологичных 1,4-хинонов (1,4-бензохинон, метил-1,4- бензохинон, 2-метил-5-изопорпил-1,4-бензохинон и 1,4-нафтохинон) с люциферазой Рhotobacterium leiognathi на основе анализа спада анизотропии флуоресценции эндогенного флавина. Показано, что в отсутствие хинонов спады интенсивности и анизотропии эндогенного флавина характеризуются соответственно двумя временами жизни (~1 и 5 нс) и двумя временами вращательной корреляции (~0,2 и 20 нс), что указывает на гетерогенное тушение и вращательную мобильность микроокружения флавина в активном центре люциферазы. В присутствии хинонов спад интенсивности флуоресценции флавина не изменился, в то время как короткая компонента спада анизотропии и средняя вращательная скорость ФМН увеличились с ростом гидрофобности хинона. Сделан вывод об определяющей роли гидрофобности молекул ксенобиотиков в процессах неспецифического ингибирования бактериальной биолюминесценции посредством изменения вращательной мобильности эндогенного флавина в активном центре люциферазы.
Исследовано воздействие ряда галогенидов калия на ферментативные биолюминесцентные реакции трех организмов – бактерий, кишечнополостных, светляков. На основе сравнения характеристик тушения биолюминесценции и фотолюминесценции модельных эмиттеров показано, что физический механизм тушения биолюминесценции (в результате воздействия на процессы внутримолекулярной миграции энергии) вносит незначительный вклад в тушение биолюминесценции по сравнению с воздействием на ферменты.

На примере хинонов установлена зависимость токсичности их растворов от величины редокс-потенциала.

Биолюминесцентные бактериальные системы использованы в качестве тестовых для изучения закономерностей влияния на организмы радионуклидов, характеризующихся альфа-распадом и различающихся удельной активностью – Am-241 и U(235+238). Показано, что воздействие Am-241 как радионуклида высокой активности проявляется при низких концентрациях (до 10-11 М) и характеризуется активацией биолюминесценции на начальном этапе хронического воздействия (т.н. радиационный гормезис) и ингибированием ее – на конечном. Воздействие урана как радионуклида низкой активности проявляется при высоких концентрациях (выше 10-7 М) и характеризуется отсутствием активации биолюминесценции. Показано, что эффекты Am-241 определяются его радиационными свойствами, а U(235+238) – химическими.

Бактериальные биолюминесцентные системы использованы для мониторинга процессов детоксикации модельных токсичных растворов хинонов, фенолов и металлов переменной валентности. В качестве детоксицирующих факторов использованы гуминовые вещества, воздействие УФ излучения различных длин волн от различных источников, биологические агенты, а также комбинации этих факторов. Рассчитаны коэффициенты детоксикации. На примере фенолов проведено сопоставление с коэффициентами фоторазложения модельных токсикантов. В растворах хинонов продемонстрирована восстановительная активность гуминовых веществ и ее связь с редокс-потенциалом хинона.
Определение структуры эндогенного люциферина светящихся червей F. heliota и клонирование гена, кодирующего люциферазу F. heliota

Расширен ареал обитания почвенных светящихся энхитреид – в его границы включена прибайкальская тайга Иркутской области РФ. В степной зоне и в горах Хакасии люминесцентные черви не обнаружены.

Осуществлен переход к препаративной работе с люциферином – комплексная методика разделения и очистки люциферина и люциферазы F. heliota модифицирована для партий биомассы в десятки граммов. С помощью Милихрома А-02 оптимизированы условия разделения и очистки (температура, состав буферов А и Б, рН буферов, рН образцов, крутизна градиента) для последующей работы на препаративной колонке С18.

Исследована устойчивость люциферазы почвенных энхитреид F. heliota и способов стабилизации ее функциональной активности различными протектантами. Показано, что причиной инактивации не является окисление SH-групп фермента. Известные ферментные протектанты: ЭДТА, дитиотреитол, β-меркаптоэтанол не оказывают никакого эффекта на устойчивость люциферазы к воздействию инактивирующих факторов в процессе ее очистки. При этом отмечен стабилизирующий эффект БСА на люциферазу при концентрации последней менее 1 мг/мл. Добавление глицерина к препарату люциферазы до 10% увеличивает ее стабильность более чем вдвое при хранении фермента при отрицательных температурах. Установлено, что причинами плавного снижения суммарной активности люциферазы в процессе многостадийной очистки являются ее термонестабильнось (при низкой концентрации при комнатной температуре люцифераза инактивируется в течение дня) и чувствительность к воздействию высокого рН (9.1) на этапе анионообменной хроматографии. Корректировка рН в пределах 7-8 позволила ввести еще один этап очистки – гель фильтрацию на колонке с ASA-44. Доказано, что основной причиной полной потери активности люциферазы на финальных стадиях очистки является диссоциация люциферазы F. heliota до мономерного состояния, при этом ее молекулярная масса меняется от 60 до 28 кДа.

Определение молекулярной массы люциферина проводили многократно, в разных экспериментах с небольшими количествами люциферина (оценка по поглощению при 290 нм – 0.04-0.08 о.е.). Нативный люциферин почвенных энхитреид F. heliota и основные сопутствующие ему компоненты исследовали с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии с применением тандемной масс-спектрометрии HRLC-MS (метод ионизации при атмосферном давлении в электроспрее (ESI) с последующей фрагментацией как в положительной, так и в отрицательной моде) (Таблица). Результаты фрагментации (наличие общих фрагментов: 512, 467, 286 – в положительной моде и 484, 321 – в отрицательной моде) и совпадение УФ спектров AsLn3, AsLn1 и CompZ свидетельствуют о схожей молекулярной структуре этих компонентов. Анализ данных фрагментации этих компонентов свидетельствует о наличии в их составе карбоксильных групп. Установлено, что AsLn1 и AsLn3 являются структурными изомерами с одинаковой молекулярной массой 529 дальтон. Молекулярная масса люциферина отличается от таковой этих компонентов на 32 дальтона, что свидетельствует о наличии в структуре люциферина двух дополнительных молекул кислорода.

Установление закономерностей функционирования биолюминесцентной системы мягкого коралла Renilla (класс кишечнополостных)

Клонированы и охарактеризованы гены, которые кодируют люциферазу, зеленый флуоресцентный белок и Са2+-зависимый целентеразин-связывающий белок (СВР) и являются необходимыми компонентами биолюминесцентной системы мягкого коралла Renilla muelleri. Рекомбинантные белки (люцифераза и СВР) экспрессированы в клетках E. coli, очищены с помощью хроматографических методов и охарактеризованы. Установлено, что с СВР в качестве субстрата люцифераза Renilla muelleri имеет квантовый выход в два раза выше, чем с свободным целентеразином. Показано, что несмотря на присутствие в СВР трех Са2+-связывающих сайтов, связывание только одного иона кальция делает целентеразин доступным для реакции с люциферазой.

С разрешением 1.7 Å определена кристаллическая структура СВР, связанного с целентеразином (Рис. 1). Показано, что СВР представляет собой компактную глобулу (~ 40 Å), образованную двумя доменами, каждый из которых состоит из 4-х (-спиралей. Молекула целентеразина расположена во внутренней полости белка, сформированной в основном гидрофобными аминокислотными остатками. Полярные аминокислоты (Tyr36, Arg22 и 19, Lys139, Asp183), боковые радикалы которых направлены во внутреннюю полость, образуют водородные связи с атомами целентеразина, участвуя тем самым в связывании молекулы субстрата. Показано, что в отличие от Са2+-регулируемых фотопротеинов, внутренняя полость СВР доступна для растворителя. Установлено, что наряду с аминокислотами в непосредственном связывании целентеразина участвуют 5 молекул воды через формирование водородных связей с атомами субстрата. Показано, что карбонильная группа основной цепи Phe180 образует водородную связь с N7-группой целентеразина, что стабилизирует субстрат и защищает его от самопроизвольного окисления.

С разрешением 1.8 Å определена кристаллическая структура CBP в апо-форме, связанной с ионами кальция (Рис. 2). Показано, что пространственная структура CBP в апо-форме имеет компактную двухдоменную архитектуру, аналогичную CBP, связанному с целентеразином. Ионы кальция  располагаются в каждом из канонических Са2+-связывающих сайтов («EF-hand» петли I, III и IV). Среднеквадратичное отклонение атомов основной цепи CBP в двух состояниях составляет 3.91 Å. В субстрат-связывающей полости CBP после связывания кальция выявлены изменения в положении аминокислотных остатков, способствующие освобождению целентеразина из субстрат-связывающей полости. Установлено, что помимо конформационных изменений аминокислот, участвующих в связывании целентеразина, уменьшается объем и форма субстрат-связывающей полости: С-концевая часть полости «схлопывается», в то время как N-концевая часть слегка раскрывается, а α-спирали С, D и E расходятся, образуя открытое для растворителя «отверстие». Компьютерное моделирование взаимодействия CBP с люциферазой Renilla показывает, что поверхности двух белковых молекул контактируют в районе «отверстия», из которого, предположительно, высвобождается целентеразин, и активного центра люциферазы (Рис. 3).
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Рис. 1. (А) Кристаллическая структура Cа2+-зависимого целентеразин-связывающего белка из Renilla muelleri. Целентеразин показан в центре молекулы. (Б) Кристаллическая структура СВР с увеличением в районе 6-(п-гидрокси)-фенильной группы целентеразина. Молекулы воды показаны в виде сфер красного цвета. (В) Выравненные аминокислотные последовательности CBP и обелина. Цветные цилиндры соответствуют (-спиралям на панели (А). Цилиндры серого цвета I-IV соответствуют «EF-hand» петлям.
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	Рис. 2. Пространственная структура CBP в апо-форме с ионами кальция. Ионы кальция показаны в виде сфер серого цвета.
	Рис. 3. Поверхности CBP с целентеразином (А) и CBP в апо-форме с ионами кальция (Б) (стрелка указывает на открытое «отверстие»). (В) Компьютерное моделирование взаимодействия и образования комплекса между люциферазой Renilla (слева) и CBP, связанного с кальцием (справа).


Приоритетное направление 6.6. Молекулярная генетика. Механизмы реализации генетической информации. Биоинженерия.

Программа 6.6.1. Биоинженерия и молекулярно-генетические механизмы реализации генетической информации.

Проект 6.6.1.3: Изучение физико-химических свойств и биологических эффектов наночастиц абиогенной и биогенной природы как основа создания новых материалов и технологий биологического и медицинского назначения. Рег. номер 01.200703090
Научный руководитель проекта: академик РАН И.И. Гительзон. 

Блок 1 Этап 3 (2009г.). На основании результатов 1-го и 2-го этапов работы (2007-2008гг), проведение исследований на экспериментальных животных: динамики морфометрических и гистологических характеристик внутренних органов при разных способах введения МНА и наночастиц с адсорбированными маркерными соединениями с целью оценки их применимости в качестве нового энтеросорбента и носителя лекарственных препаратов. 

1. В экспериментах in vivo исследованы гематологические показатели и состояние клеток печени крыс после перорального введения афлатоксина B1 (AфB1) без и в присутствии модифицированных наноалмазов (МНА). Результаты гематологического анализа показали, что у крыс, потреблявших гидрозоль МНА, отмечается повышенное содержание лейкоцитов за счет значительного увеличения количества гранулоцитов и в меньшей степени моноцитов по сравнению с контрольными животными. У животных, потреблявших AфB1, достоверно снижено общее количество клеток белой крови, что обусловлено низким содержанием лимфоцитов. У крыс, потреблявших AфB1 с гидрозолем МНА, изменения гематологических показателей менее выражены по сравнению с животными, потреблявшими только AфB1, или только МНА. Содержание тромбоцитов было повышено у животных, потреблявших гидрозоль МНА и водный раствор AфB1. У животных, потреблявших AфB1 с гидрозолем МНА, содержание тромбоцитов было таким же, как и у контрольных животных. У всех животных не было выявлено достоверных различий в содержании эритроцитов. Электронная микроскопия препаратов печени животных, потреблявших гидрозоль МНА, выявила в гепатоцитах повышенное содержание жировых включений и лизосом. В препаратах печени крыс, потреблявших AфB1, обнаружена гиперплазия цистерн гладкого эндоплазматического ретикулума (ЭПР) гепатоцитов. В гепатоцитах животных, потреблявших AфB1 с гидрозолем МНА, гиперплазии цистерн гладкого ЭПР не выявлено. Сделано предположение, что после адсорбции AфB1 на поверхности МНА происходит взаимная нейтрализация действия микотоксина и наночастиц на клетки крови и печени крыс. Это позволяет прогнозировать возможность применения МНА в качестве энтеросорбента для связывания и нейтрализации микотоксинов, в частности, AфB1. 

2. Исследовано влияние АфВ1 на рост и люминесценцию морских светящихся бактерий P. phosphoreum и светоизлучающих клеток E. coli рекомбинантного штамма Z905. Обнаружен разнонаправленный эффект действия АфВ1 на изучаемые виды бактерий - ингибирование люминесценции P. phosphoreum и активация светоизлучения E. coli. Показано, что АфВ1 оказывает действие на люминесценцию клеток свежевыращенных культур и бактерий, восстановленных после лиофилизации. Установлено, что после взаимодействия с МНА эффект действия АфВ1 нивелируется: после обработки МНА микотоксин в концентрациях, превышающих EC20, не вызывает достоверного изменения люминесценции исследуемых видов бактерий по сравнению с контролем. Обсуждаются возможности применения бактерий P. phosphoreum и E. coli в биолюминесцентном мониторинге АфВ1 и использования МНА для дезактивации микотоксинов.

3. Исследована эффективность применения озонирования и адсорбции на МНА для снижения уровня АфВ1. Показано, что последовательная обработка афлатоксина В1 озоном, растворенным в воде, и гидрозолем МНА приводит к более высокой нейтрализации токсина, чем это достигается при их раздельном использовании. Это позволяет предложить новый подход к детоксикации, который состоит в объемном озонировании продуктов, зараженных АфВ1, и последующем применении гидрозолей МНА для адсорбции остаточного токсина.

4. В экспериментах in vitro установлена каталитическая активность частиц МНА в реакции взаимодействия перекись водорода - 4-аминоантипирин (1-фенил-2,3-диметил-4-аминопиразолон) (4-ААП) - АфВ1, сопровождающейся образованием окрашенного продукта реакции (Рис. 1). Высказано предположение, что в механизм реакции с участием МНА, как катализатора, могут быть вовлечены микропримеси металлов (прежде всего, ионы железа), которые обнаруживаются на поверхности наночастиц. Полученные результаты свидетельствуют о возможности создания на основе частиц МНА новых тест-систем детектирования АфВ1, альтернативных общеизвестным методам его мониторинга. 
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Рис. 1. Спектральные характеристики растворов АфВ1 в системе перекись водорода - 4-аминоантипирин в отсутствие (К) и с добавлением (Оп) МНА, как катализатора образования окрашенного продукта реакции.

5. В модельных экспериментах in vitro исследованы возможности создания систем доставки веществ на основе МНА. С помощью адсорбции и ковалентной иммобилизации маркерных биомолекул (BSAI125, IgGI125, RAM) на поверхности наночастиц получены комплексы наноалмаз-маркерный белок (белки). Показано, что комплексы наноалмаз-IgGI125, полученные с помощью адсорбции молекул белка на наночастицы, не обладают стабильностью в цельной сыворотке крови, что сопровождается десорбцией маркера (Рис. 2). С помощью ковалентной иммобилизации получены комплексы наноалмаз-IgGI125 и RAM-наноалмаз-BSAI125. Установлено, что оба комплекса: обладают стабильностью (десорбции маркера не наблюдается) (Рис. 2) и высокой коллоидной устойчивостью в сыворотке крови. Показано, что комплекс RAM-наноалмаз-BSAI125 специфически связывается с антигеном-мишенью (IgGm), иммобилизованным на матрице Sepharose 6В (Рис. 3). (Важнейший результат).
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Рис. 2. Типичное распределение радиоактивности при хроматографии на Sepharose 6B образцов сыворотки, содержащих МНА с адсорбированными (слева) и ковалентно иммобилизованными (справа) IgGI125.
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Рис. 3. Гипотетическая схема создания системы адресной доставки веществ с использованием МНА в качестве носителя: BSAI125 – маркерная биомолекула (прототип молекулы доставляемого вещества), RAM – антитела кролика к антителам мыши (прототип молекулы лиганда), IgGm – иммуноглобулины мыши (прототип рецепторной молекулы биологической мишени), matrix – матрица (гранулы Sepharose 6B). 
Представленные выше результаты являются продолжением исследований, проведенных в рамках тематики проекта в период 2007-2008 годов, в результате которых были:

1. Выявлены некоторые ключевые механизмы взаимодействия биомолекул с поверхностью наночастиц алмаза в исследованиях: с белками, различающимися структурной организацией и физико-химическими свойствами; фракциями МНА, различающимися физико-химическими свойствами; с применением химических модификаторов; варьированием факторов среды. Показано, что биомолекулы могут взаимодействовать с наночастицами: посредством образования лабильных координационных или прочных ковалентных связей, ионообменных и гидрофобных взаимодействий, многоточечного связывания с одновременным участием нескольких механизмов. 
2. Установлена возможность одновременной адсорбции на частицы МНА трех ферментов (холестерин эстераза, холестерин оксидаза и пероксидаза), катализирующих цепь последовательных биохимических реакций и используемых для определения холестерина в плазме крови, показана возможность многократного использования комплекса наночастицы-ферменты для измерения холестерина. 
3. Установлена каталитическая активность МНА в реакциях взаимодействия органических соединений на примере реакции окислительного азосочетания (Н2О2 - 4-ААП – фенол) с участием МНА, что открывает возможность использования данного наноматериала, как катализатора. 
4. Показано, что при выделении в объеме с помощью МНА светоизлучающего фермента (люцифераза) из грубых экстрактов рекомбинантных клеток E. сoli: часть фермента остается прочно связанной с поверхностью наночастиц; сохраняет активность при длительном хранении при 4oС; утрачивает активность после замораживания и лиофильного высушивания или после замораживания-оттаивания суспензии в отличие от фермента, находящегося в растворе; при аналогичных условиях частицы с прочно адсорбированным белком утрачивают свойства высокой коллоидной устойчивости в гидрозоле. 
5. При исследованиях ферментативной активности высокоочищенной с помощью МНА люциферазы выявлена нелинейность реакции светоизлучения в зависимости от концентрации фермента. 

6. Показано, что с помощью МНА можно проводить разделение и дополнительную очистку белковых препаратов, поставляемых фирмами «Sigma» (США) и «Fluka» (Германия). 

7. Исследованы основные характеристики процессов адсорбции маркерных соединений биологической (белки, ДНК, афлатоксин В1) и небиологической (ионы двухвалентных металлов (Cu, Co и Ni), радиоактивная метка (I125)) природы на частицах МНА, обладающих высокой коллоидной устойчивость в дисперсионных средах и обладающих разными размерами кластеров. 

8. Установлено, что МНА: не связывают кольцевые молекулы плазмидной ДНК pUC19 и адсорбируют линейные молекулы pUC19 с тупыми концами, а также линейные фрагменты ДНК с размерами от 0.25 кb до 10 кb. Показано, что количество адсорбированных линейных форм ДНК зависит от величины молекул и размера кластеров наноалмазов. Высказано предположение, что наиболее вероятным механизмом связывания является образование координационных связей между 5’ - концевым фосфатным остатком (или 3’- концевой ОН группой) линейных молекул ДНК и ионами металла на поверхности наночастиц. 

9. Выявлены три варианта взаимодействия люциферазы с поверхностью МНА. Показано, что молекулы фермента могут адсорбироваться на поверхности наночастиц посредством: лабильного связывания с сохранением каталитической функции и возможностью последующей десорбции (около 40% молекул); прочной адсорбции с сохранением ферментативной активности и невозможностью элюции (примерно 15% молекул); прочного, вероятно многоточечного, связывания фермента с утратой его активности (около 40-45% молекул). 

10. Исследованы адсорбционные характеристики МНА к афлатоксину В1 (АфВ1). Установлено, что дополнительная обработка МНА различными соединениями биологической и небиологической природы не позволяет повысить сорбционные характеристики наночастиц к АфВ1, кроме наночастиц, содержащих иммобилизованный гуанин. Обнаружен эффект каталитической активности МНА в органических реакциях, что позволило установить эффект инактивации АфВ1 под действием наночастиц в присутствие окислителей (перманганат калия, Н2О2). 

11. Исследованы процессы адсорбции радиоактивной метки I125 на поверхности МНА. Показано in vitro, что количество адсорбированной метки зависит от поверхностных свойств наночастиц. В предварительных экспериментах in vivo показано, что после подкожного и внутримышечного введения полученного комплекса МНА-I125 животным (мыши) наблюдается снижение активности метки, причем в мышечной ткани этот процесс происходит примерно в 2 раза быстрее. 

12. Показано, что МНА адсорбируют из водных растворов ионы двухвалентных металлов Cu, Co и Ni. Выявлено, что наночастицы обладают примерно одинаковой сорбционной емкостью к перечисленным ионам, которая составляет для ионов меди диапазон 20 - 30 мкг на 1 мг МНА, для ионов кобальта и никеля 18 – 30 мкг/мг соответственно. Показано, что предварительная обработка наночастиц белками, повышает сорбционную емкость наноматериала к ионам Cu примерно в 2 раза. 

Блок 2. Работы в 2009 г. не проводились, в связи с уходом руководителя данного блока исследований. При выполнении исследований в период 2007-2008 гг. были:

1. Выделены образующие магнитные частицы бактерии вида Klebsiella oxytoca из сапропеля озера Боровое (Красноярский край). 
2. С целью получения магнитного материала бактерий (ферригидрит) проведен поиск условий интенсификации процесса их культивирования. 
3. Разработана методика пробоподготовки для исследований магнитных свойств бактериального ферригидрита и получены данные методами ЯГР, Мессбауэровской спектроскопии, исследовано воздействие на ферригидрит нагрева до температур 300-600oС на воздухе и в вакууме.

4. Расшифрованы электронограммы, свидетельствующие о кубической симметрии ферригидрита. Анализ спектров Мессбауэра образцов биомассы растущей и покоящейся культуры бактерий показал, что бактериальный ферригидрит имеет две пары неэквивалентных позиций железа.

5. Расшифровка мессбауэровских спектров показала, что при нагреве до 300оС более 50% железа переходит в двухвалентное состояние с изомерным сдвигом более 1 мм/с. В результате отжига при 300-500oС появляются магнитные частицы размером более 18 нм, гематит αFe2O3 и пока не идентифицированные ферриты, которые могут содержать до ~20% общего железа.

6. Показано, что природный ферригидрит способен связывать ионы других элементов путем включения в кристаллическую решетку или адсорбцией. Легирование наночастиц ферригидрита модифицирует характеристики как его собственные (структурные, магнитные, сорбционные и каталитические), так и синтезируемых на его основе наночастиц.

7. По мессбауэровским спектрам установлено, что при увеличении содержания Gd в питательной среде в ферригидрите, производимом бактериями, возникают новые позиции железа с различной степенью искажения локального окружения. Это говорит о том, что Gd входит в ферригидрит. Таким образом, показано, что возможен контролируемый синтез модифицированных наночастиц ферригидрита путем введения в его структуру элементов металлов, придающих ему специфичные свойства.

8. В результате последовательной серии выделений и очистки получен чистый ферритин. По данным гель-электрофореза, ферритин не содержит посторонних белковых примесей.

9. Из культуры гетеротрофных бактерий выщелачивающих железо и другие элементы из бокситов селективно выделена смешанная культура, также образующая ферригидрит. По предварительным оценкам частицы гидроксида железа имеют размер 2 – 7 нм. Из этой смешанной культуры выделены две чистых культуры бактерий. Скорость накопления ферригидрита с помощью этих бактерий увеличивается многократно (в 10 и более раз). 

Приоритетное направление 6.9. Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Биоинформатика.

Программа 6.9.1. Молекулярно-генетические, биофизические, экосистемные и биосферные процессы: экспериментально-компьютерные исследования, базы данных и математическое моделирование. 

Проект 6.9.1.6. Принцип наихудшего сценария в построении минимальных теоретических и экспериментальных биосферных моделей, согласованных с данными глобальных наблюдений, включая спутниковые. Рег. №01.200703091.

Научный руководитель: Член-корр. РАН, д.ф.-м.н. А.Г. Дегерменджи
БЛОК 1. Теоретический анализ и математическое моделирование процессов в биосфере. (Отв. исполнители чл.-к. РАН, Дегерменджи А.Г., д.ф.-м.н. Барцев С.И.)

Принципиально неустранимая погрешность в оценке параметров любой биосферной математической модели приводит к вероятностному характеру сценариев, получаемых с ее помощью. Для принятия касающихся биосферы практических решений необходимо знать доверительные интервалы прогноза с беспрецедентным уровнем значимости. Принцип наихудшего сценария сразу ориентирует исследователей на поиск сочетаний параметров модели приводящих к наихудшим, но возможным сценариям развития биосферы. Однако вследствие существенной нелинейности модели наихудшее сочетание параметров модели может оказаться контринтуитивным. 

Поиск наихудшего сценария, порождаемого минимальной моделью биосферы заключался в отслеживании влияния варьирования (а по сути, погрешности оценок) параметров модели на ее динамику. Для удобства визуализации на рисунках показаны семейства траекторий при одновременном изменении параметров модели Tdel и G. Параметр Tdel называется чувствительностью климата и численно равен повышению среднегодовой глобальной температуры при удвоении атмосферной концентрации СО2. Параметр G показывает предельно возможное увеличение биомассы растительности (в первую очередь древесной) при росте атмосферной концентрации СО2. 

На рисунке 1.1 можно видеть, что траектории динамики биомассы группируются в своеобразные пучки, соответствующие конкретному значению Tdel, причем, чем больше это значение, тем ближе нисходящий участок пучка к началу координат. Внутри пучка разные ветви соответствуют разным значениям G, причем на нисходящем участке ветвь, соответствующая большему значению, располагается ближе к началу координат. 
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Рис.1.1. Ансамбль траекторий количества углерода в биомассе в обобщенной (суша-океан) модели при различных значениях Tdel и G и линейном росте темпов сжигания углерод содержащих топлив (сценарий А2 по IPCC).

Важно отметить, что на восходящем участке всех траекторий большее значение G соответствует более благоприятному ходу биосферной динамики, поскольку рост биомассы приводит к уменьшению концентрации СО2 в атмосфере, а значит и меньшему потеплению климата. Но на нисходящих участках траекторий именно большие значения G оказываются более неблагоприятными, поскольку соответствуют большей скорости гибели биоты и, соответственно, большей скорости выделения СО2.

Рисунок 1.2.А демонстрирует пороговый характер катастрофического процесса. Видно, что при значениях Tdel меньше 6оС существенных изменений в динамике биосферы нет, если эмиссия углерода полностью прекращается спустя 60 лет от настоящего времени. В противном случае, можно видеть существенную деградацию биоты, причем, чем больше параметр G, тем тяжелее изменения в биоте. Вариации параметра G могут приводить к качественному изменению динамики температуры в системе "биосфера-климат". На рис. 1.2.Б видно, что при больших значениях G (Tdel=6оС) возникают участки "саморазогрева" системы "биосфера-климат", когда эмиссия парниковых газов полностью прекращена.
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Рис.1.2. Ансамбль траекторий количества углерода в биомассе (А) и температуры (Б) в случае полного прекращения сжигания топлив через 60 лет от настоящего времени при различных значениях Tdel и G. 

Согласно результатам моделирования способность растений (преимущественно древесных) поглощать двуокись углерода и, как кажется, ослаблять остроту проблемы избыточного антропогенного производства СО2 (Киотский протокол) с точки зрения развития катастрофических процессов не является однозначно благоприятной.

Важно также отметить, что после прекращения антропогенного воздействия возможно падение количества углерода в атмосфере, а значит, и температуры до значений меньших, чем это было перед началом катастрофического процесса. То есть глобальное потепление, может смениться глобальным похолоданием, если антропогенная эмиссия углерода прекратиться слишком резко. 

БЛОК 2. Система мониторинга динамических характеристик биосферы. (Отв. исполнитель д.т.н. А.П.Шевырногов.)

1) Оценка вклада микроорганизмов с различными типами стратегии развития (R, K и L- стратегии) в процессы трансформации углерода в почвах при утилизации органических соединений с различным уровнем «окисленности» (опад, подстилка, гумус). 

При резком потеплении климата возможно ускорение минерализации органического вещества почвы, в первую очередь микроорганизмами с R – стратегией. Кроме того за счет явления кометаболизма возможно резкое повышение скоростей окисления гумуса K- и L - стратегами. Например, наблюдается ускорение окисления лигнина при добавлении целлюлозы в пищу микроорганизмам, окислявшим лигнин.

Кроме того, разложение органики осуществляется сложным комплексом организмов: микроорганизмов, беспозвоночных животных, насекомоядных, грызунов, образующих сложные пищевые сети. При росте температуры, помимо активизации хищничества, возможно дополнительное возрастание скоростей роста и метаболизма микроорганизмов на многочисленных и разнообразных экскреторных продуктах животных, в их внутренних полостях и непосредственно в кишечниках. При этом в экспериментах резко возрастает доля неспоровых форм, которые относятся к явным R – стратегам. Масштабы ускорения процессов почвенного дыхания могут достигать 10 – 30 %.
2) Оценка локальной и глобальной чистой первичной продукции растительности суши.

Моделирование биосферной динамики немыслимо без адекватной оценки глобальной чистой первичной продукции (ЧПП) растений. Непосредственное наземное измерение ЧПП по всему земному шару является невозможным. Единственным подходом позволяющим решить эту задачу, является использование спутниковых данных по NDVI для расчета первичной продукции. Однако между NDVI и ЧПП нет прямой связи, поэтому необходимо использовать специальные расчетные формулы, учитывающие также температуру, влажность и др. показатели. 

Для расчета глобальной ЧПП наиболее часто используется модель Glo-PEM, основанная на использовании спутниковых данных AVHRR 1982 – 2000 гг., имеющая пространственное разрешение 8х8 км. Верификация этой модели по наземным измерениям на контрольных участках требует повышения пространственного разрешения модели и продления временного ряда, что приводит к необходимости модификации модели Glo-PEM.

Контрольные участки ИЛ СО РАН, где наблюдения проводятся с 1968г., располагаются на юге Красноярского края в предгорьях Западного Саяна. Эта территория характеризуется четко выраженной поясностью наблюдаемых лесных экосистем. 

На рисунке 1.2 представлена диаграмма, отражающая различные оценки ЧПП в лесных экосистемах трех высотно-климатичесих поясов, полученных с помощью исходной и модифицированной моделей Glo-PEM. Оценка ЧПП по наземным данным показывает тесную связь продуктивности лесов с продолжительностью вегетационного периода развития и роста растений в различных высотных поясах. 
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Рис.2.1. Сравнение значений ЧПП, по наземным и спутниковым данным. На рисунке: А) – вычисления по исходной и Б) - модифицированной моделям Glo-PEM.

Основным отличием оценок ЧПП в горно-таежном и субальпийском поясах является более высокая продуктивность по спутниковым данным по сравнению с наземными. По нашему мнению, это объясняется использованием при расчете ЧПП вегетационного индекса NDVI, величина которого напрямую зависит от состояния листовых пластинок, хвои и наличия в них хлорофилла. В верхнем высотном поясе доминируют хвойные деревья, продуктивность которых не подвержена резкому уменьшению NDVI в конце лета, что приводит к завышенным значениям оценок по спутниковой информации. 

После корректировки спутниковых данных на 7 пробных площадях проведено сравнение их среднемесячных значений ЧПП со значениями ЧПП на всей территории юга Красноярского края (рисунок 2.2). 
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Рис.2.2. Сравнение среднемесячных значений ЧПП на всей территории юга Красноярского края и на 7 пробных площадях.

На рисунке видно, что значения ЧПП рассчитанные на пробных площадях в летний период выше, чем суммарные по всей территории, в остальном графики повторяют друг друга с незначительными расхождениями, вызванными различием растительного покрова. 

Тем самым, в результате выполнения проекта модифицирована модель Glo-PEM для данных коэффициента отражения MODIS с разрешением 500 метров, проведена корректировка вычислительной схемы с учетом высотно-климатических поясов и типов растительности. 

БЛОК 3. Экспериментально-теоретические исследования особенностей круговорота веществ на базе миниэкосистем (Отв. исполнитель д.б.н. Тихомиров А.А.)
За отчетный период удалось настроить экспериментальную миниэкосистему (МЭС) «Биота» на длительное функционирование в стационарном режиме с высокой степенью замкнутости внутренних круговоротных процессов. Это позволило перейти к экспериментам по влиянию повышения температуры на баланс потоков углерода для оценки осуществимости механизма обратной связи, заложенного в минимальной модели биосферы.

В соответствии с планом эксперимента, температура воздуха в камере была резко (в течение часа) поднята с 17°С(1( до 23(С(1(. Это привело к быстрому повышению концентрации углекислого газа (рисунок 3.1.). Интенсивность окислительных и восстановительных процессов в системе выровнялась только через 5 суток после повышения температуры. При этом углекислотный компенсационный пункт (УКП) системы в целом возрос с 193 ppm до 480 ppm (УКП – это концентрация СО2, при которой интенсивность поглощения СО2 равна интенсивности его выделения, в результате видимое изменение концентрации СО2 равно 0).
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Рис.3.1. Динамка повышения концентрации СО2 сразу после повышения температуры.
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Рис.3.2. Кривые падения концентрации СО2 в системе сразу после включения света в предварительно выдержанной в темноте системе: А) – до повышения и Б) – после повышения температуры. На рисунке приведены аппроксимационные уравнения, позволяющие вычислить производную – скорость фотосинтеза. 

Оценки интенсивности фотосинтеза по динамике СО2 после включения освещения в предварительно затемненной системе (рис.3.2.) и значения УКП в системе до и после повышения температуры позволяют оценить влияние повышения температуры на суммарную интенсивность дыхания системы. Оценки показывают, что суммарное дыхание в системе возросло более, чем в два раза, что является аргументом в поддержку механизма, использованного в разрабатываемой минимальной модели биосферы. 

Приоритетное направление 6.10. Биотехнология.
Программа 6.10.1. Механизмы реорганизации геномов и технологии получения организмов-продуцентов белков и полимеров медицинского назначения.
проект 6.10.1.5. Контролируемый синтез резорбируемых полиэфиров и разработка научных основ их применения в качестве матриксов функционирующих клеток и депонирования лекарственных средств. Рег. номер 01.200703092

Научный руководитель проекта: д.б.н. Т.Г. Волова
Блок 1. Синтез новых типов многокомпонентных разрушаемых полигидроксиалканоатов (ПГА) и исследование физико-химических свойств (кристалличности, температурных характеристик, молекулярной массы).

С целью расширения спектра разрушаемых микробных биополимеров (полигидрокисалканоатов, ПГА) изучены новые штаммы и новые режимы выращивания микроорганизмов. Получен и всесторонне исследован глюкозоусваивающий мутантный штамм Ralstonia eutropha В85624 (зарегистрирован в Российской коллекции промышленных продуцентов). Показано, что ростовые характеристики штамма на глюкозе в качестве единственного источника углерода и энергии сопоставимы с показателями родительского штамма R.eutropha В 5786 на фруктозе; штамм характеризуется высокими выходами полимеров (до 85-90%) и перспективен в качестве продуцента ПГА на доступных сахаросодержащих средах, включая промышленные отходы. 

Установлено, что для синтеза многокомпонентных ПГА, состоящих из коротко- (С4-С5) и среднецепочечных (С6-С8) мономеров природными (не рекомбинантными) штаммами-продуцентами рода Ralstonia, возможно два подхода, базирующихся: 1) на параметрически управляемом культивировании бактерий; 2) на возможности метаболической регуляции биосинтеза клеточных макромолекул с ингибированием пути бета-окисления. Разработаны и реализованы режимы биосинтеза, позволившие синтезировать спектр многокомпонентных ПГА, в том числе новой химической структуры. Используя принцип параметрически управляемого культивирования, штаммы выращивали в условиях смешанного углеродного питания, при которых в качестве добавок к основному углеродному субстрату использовали алкановые кислоты с длиной С-цепи от С4 до С9. Варьируя концентрации добавок этих кислот и длительность культивирования бактерий после добавок, получено семейство образцов многокомпонентных полимеров различной, в том числе необычной (новой) структуры. Синтезированы многокомпонентные образцы, содержащие в качестве основных включений гидроксибутират (ГБ), гидроксивалерат (ГВ) и гидроксигексаноат (ГГ) и минорные включения гидроксигептаноата (ГГп) гидроксиоктаноата (ГО). Для максимизации включения фракции гидроксигексаноата (ГГ), улучшающего технологические свойства ПГА, использован новый подход, заключающийся в регулировании метаболических путей синтеза клеточных макромолекул. Для реализации этого подхода -блокирование одной из реакции β-окисления, отвечающей за укорачивание С-углеродной цепи мономеров, в частности гексаноата. Создавая новый режим биосинтеза гетерополимерных ПГА, одновременно с добавками гексаноата в среду, для ингибирования пути β-окисления для исключения процесса укорочения С-цепи в клеточном пуле мы вносили в среду акрилат. Варьируя концентрацию акрилата и гексаноата, добавляемых в культуральную среду и режим культивирования бактерий, нам удалось синтезировать серию многокомпонентных ПГА, в том числе с высоким, до 50 мол%, содержанием гидроксигексаноата.

С применением оптимизированных режимов экстракции очистки получено семейство высокоочищенных образцов многокомпонентных ПГА и исследованы физико-химические свойства. Установлено, что с увеличением фракции гидроксигексаноата (аналогично влиянию гидроксивалерата, изученного нами ранее) в ПГА на фоне сохранения термопластичности (незначительного снижения температуры плавления и деградации) происходит снижение степени кристалличности ниже 50%, до 36% при 50 %-ном содержании С6 в ПГА.

Клонирован, охарактеризован ген полигидроксиалканоат (ПГА)-синтазы (ключевого фермента синтеза ПГА у бактерий) и депонирован в базе данных GenBank под номером AY836680). По литературным данным проведено сопоставление молекулярной структуры ПГА-синтаз с субстратной специфичностью и способностью штаммов аккумулировать ПГА той или иной структуры. Результаты позволили сделать вывод об отсутствии прямой связи между молекулярной организацией ПГА-синтаз и их функциональными особенностями, а именно, способностью синтезировать коротко- или среднецепочеченые ПГА. 

Впервые исследована способность морских светящихся бактерий синтезировать в качестве резервных макромолекул полиэфиры гидроксиалкановых кислот (полигидроксиалканоаты, ПГА). Проанализировано 33 штамма из коллекции светящихся бактерий CCIBSO 839 Института биофизики СО РАН, относящихся к различным таксонам – Photobacterium leiognathi (13 штамов), Photobacterium phosphoreum (9), Vibrio harveyi (8) и Vibrio fischeri (3). Выделены наиболее продуктивные штаммы, и исследовано влияние условий культивирования на общий урожай биомассы, интенсивность биолюминесценции и выходы ПГА (Рис.1). 
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Рис.1. Динамика роста, биолюминесценции и накопления полимера в различных режимах выращивания Ph. leiognathi 208: а) пептон – 0.5 г/л, (NH4)2HPO4 – 0.5 г/л; б) пептон – 0.5 г/л; в) пептон – 1 г/л. Обозначения: 1 – урожай, 2 – свечение, 3 – содержание ПГА в биомассе

Обнаружена способность у представителей Ph. leiognathi и V. harveyi синтезировать двух- и трехкомпонентные ПГА, содержащие в качестве основного мономера гидроксимасляную кислоту и в качестве минорных – гидроксивалериановую и гидроксигексановую кислоты. Так, у шести штаммов Ph. leiognathi (штаммы 208, 543, 544, 554 и 683) - эффективных продуцентов ПГА, и у штамма V. harveyi, штамм 1175 зарегистрированы включения гидркосивлаерата в количестве от 0,1 до 0,5 мол%. Штаммы Ph. leiognathi 543 и 683 оказались споосбеными к синтезу ПГА. Содержащих также микровключения гидроксигексаноата (до 0,2 мол.%). Этими исследованиями впервые установлена способность светящихся бактерий к эффективному накоплению ПГА, достигающему до 70% (от веса сухого вещества клетки). Найдены условия роста для эффективной аккумуляции ПГА у данной группой микроорганизмов и выявлены штаммы, являющиеся перспективными продуцентами ПГА. Впервые для этой группы микроорганизмов обнаружен гетерогенный состав ПГА. Для большинства изученных штаммов Ph.leiognathi и для отдельных штаммов Vibrio harveyi и V. fischeri установлено включение в состав ПГА мономерных остатков бета-гидроксивалериановой, а в некоторых случаях – бета-гидроксикапроновой, кислот. Изменение состава питательной среды (в частности, добавление в качестве субстрата валерата) может увеличивать содержание длинноцепочечных гидроксикислот в продуцируемых полимерах. Эффективное накопление полимера позволяет рекомендовать в качестве продуцентов ряд штаммов – Photobacterium leiognathi 208, 231, 543, 544, 554, 683, Vibrio harveyi 1175 и Vibrio fischeri 2089 – в качестве продуцентов смешанных ПГА различного состава, в том числе Ph. leiognathi 543 и 683 – для получения трёхкомпонентных (C4-C5-C6) полимеров.

Блок 2. Конструирование и исследование структуры и физико-химических свойств панели гибридных материалов и конструкций из ПГА и кальций-фосфатов для репаративного остеогенеза

Для целей репаративного остеогенеза сконструирована серия объемных имплантатов из полигидроксибутирата и композитного материала полигидроксибутират/гидроксилапатит (ПГБ/ГАП) различных размеров и формы. Наполнение полимера гидроксилапатитом значительно влияло на гидрофильность полимерных конструкций. Влагопоглощение у образца с самым низким (10 %) содержанием ГАП оставило 2,3 % и возрастало практически линейно с ростом содержания ГАП, достигнув 18,9 % у образца, в котором соотношение ПГБ:ГАП было равным 50:50; таким образом, варьируя соотношение составляющих возможно получение биоматериала различной степени гидрофильности. Все матриксы из композита имели более низкий начальный краевой угол смачивания; при наполнении полимера ГАП на 10 и 50% показатель составил, соответственно, 680 и 460; при этом степень кристалличности (Сх) композитов в целом выше (81-89 %), чем у ПГБ (67-73 %). Самые высокие значения Сх характерны для образцов с высоким содержанием ГАП - 40 и 50 %. 
Наполнение ГАП не влияло на температуру плавления, но изменяло температуру деградации композитного материала: с ростом содержания ГАП от 10 до 50 % температура деградации композита снижалась от 260 до 225оС. Из композитов ПГБ/ГАП и образцов полимера (ПГБ и ПГБ/ПГВ) методом прямой холодной компрессии сформованы плотные объемные конструкции (рис. 4), которые имели абсолютную прочность до 30-40 МПа, модуль Юнга 4-6 ГПа. Композитные изделия имели в целом более высокие значения обоих показателей. У сополимерных образцов ПГБ/ПГВ с наполнением на 20% гидроксилапатитом, максимальные значения абсолютной прочности - 40 и 65 МП соответственно, модуль Юнга 8-11 ГПа. Важно отметить, что конструкции поддаются механической обработке, что позволяет придавать образцам различную форму. 
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Рис. 2. Объемные имплантаты для репаративного остео-генеза (маркер 1 см)

Разработанные матриксы характеризуются высокой адгезионной способностью и пригодны для культивирования клеток in vitro. Лучшие результаты получены для матриксов с содержанием ГАП до 20%. Установлено, что для стерилизации полимерных изделий пригодны общепринятые методы: автоклавирование в течение 45 мин при 120 оС (1,1 атм) и 130 оС (2,0 атм), сухожарочная обработка при 105-130 оС, γ-облучение (доза 2,5 Мрад), обработка стерилизующими жидкостями. Все методы стерилизации не влияют на прочностные свойства изделий, а также структуру и свойства поверхности изделий из ПГА. 

Наличие выраженного диапазона между температурой начала плавления и температурой термической деградации позволило использовать расплавы ПГА для конструирования изделий. С использованием лабораторного мини-экструдера фирмы «Brabender» (Германия) из расплавов ПГА получены плотные гибкие пленки (рис. 4) толщиной от 0,2 до 1,0 мм и пластины толщиной от 2,3 до 8,0 мм (прочность изделий – до 50 кПа, модуль упругости – свыше 5 ГПа). 

С использованием разработанной и оптимизированной процедуры микронизации ПГА из композитов ПГА/волластонит сконструированы микрочастицы хорошего качества (рис. 3), пригодные для исследований в качестве костно-замещающего материала для закрытия костных дефектов в челюстно-лицевой хирургии.
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Рис.3. Микрофотография микросфер, полученных из композита волластонит/ПГА

Остеопластические свойства ПГА исследованы в тесте эктопического костеобразования методом гетеротопной трансплантации имплантатов, который позволяет оценить адгезионные свойства материала по отношению к клеткам костного мозга, способность продвигать (кондукция) клетки по его поверхности; индуцировать рост тканевой пластинки из столбика костного мозга. Для проведения эксперимента были изготовлены объемные имплантаты из ПГБ и композита ПГБ/ГАП (наполнение полимера ГАП на 20% по массе), на поверхность которых в стерильных условиях наносили столбик костного мозга, извлеченного из бедренной кости половозрелых крыс Вистар (15-20 х 106 клеток). Биоактивные матриксы имплантировали подкожно половозрелым крысам Вистар на 45 суток. Имплантаты из ПГБ, ПГБ/ПГВ и композита ПГБ/ГАП показали высокую биосовместимость in vivo. Не выявлено неблагоприятных проявлений, выраженного развития фиброзных капсул вокруг всех имплантатов. Клетки костного мозга, нанесенные на поверхность имплантатов, пролиферировали на поверхности и в объеме материала. В многочисленных участках, прилежащих к имплантату, отмечено формирование костной ткани. 

Для определения остеоиндуктивных свойств ПГА и выявления оптимальных условий протекания репаративного остеогенеза проведен тест сегментарной остеотомии на лабораторных животных с заполнением модельных дефектов костей имплантатами на основе ПГА в сопоставлении с коммерческими препаратами («Коллапол®» и «Bio-OSS®»). Установлено, что имплантаты из ПГА обладают остеоиндуктивными свойствами, способствуют образованию новой кости и препятствуют прорастанию в зону дефекта костной ткани рыхлой соединительной ткани. Полимер обладает выраженными остеопластическими свойствами, даже без использования стимулятора остеогенеза; медленно, адекватно росту новой костной ткани деградирует in vivo, постепенно замещается ею, обеспечивает оптимальное течение репаративного остеогенеза. 

Блок 3. Использования ПГА для конструирования пролонгированных форм лекарственных препаратов с контролируемым выходом, пригодных для внутримышечного и внутривенного введения

С использованием ПГА в различных фазовых состояниях (растворы, эмульсии, порошки) отработаны способы конструирования полимерных матриксов в виде пленок, прессованных таблеток и микрочастиц; исследована биосовместимость и кинетика ликвации препаратов in vitro и in vivo. Показано, что выход препаратов из полимерного матрикса in vitro в среду (использован сбалансированный фосфатный буфер) происходит без резких выбросов в начальные периоды наблюдения и с низкими скоростями; кривая выходя носит диффузионный характер. 

Микросферы – наиболее перспективная форма лекарственного матрикса, поэтому технике их изготовления уделено особое внимание. В результате исследования влияния условий изготовления микросфер (химический состав ПГА, скорость перешивания полимерной эмульсии и ее состав, тип и концентрация сурфактантов) на размеры частиц, структуру поверхности, эффективность инкапсулирования препаратов, отработаны условия получения микросфер хорошего качества разных типов (рис.4), существенно различающиеся размерами.
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Рис. 4. Микрофотография микросфер, полученных из ПГБ при различной скорости перемешивания эмульсии: (а) 300 об/мин, (б) 500 об/мин, (в) - 1000 об/мин. Маркер – 10 мкм

Использование в качестве сурфактантов ПВС, SDS, ПЭГ и нагружение полимерного матрикса препаратами позволило существенно влиять на складчатость и пористость частиц (рис.5). 
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Ри.5. Микрофотографии микросфер, нагруженных антибиотиками: (а) тиенам, (б) рубомицин, (в) рубомицин 30°С. Маркер 10 мкм

Выполненные исследования позволили разработать технологию изготовления микросфер хорошего качества, а также регулировать нагружение микрочастиц препаратами, следовательно, регулировать кинетику оттока препаратов из полимерного матрикса. В экспериментах на животных доказано, что микрочастицы, полученные из высокоочищенных образцов ПГБ и сополимера ПГБ/ПГВ, обладают высокой биосовместимостью и пригодны для внутримышечного, внутрибрюшинного и внутривенного введения. Лекарственная эффективность полимерных микрочастиц с рубомицином исследована на мышах с привитой асцитной карциномой Эрлиха (АКЭ) в 100-%-но летальной дозе (3 млн. клеток/животное). В контрольной группе с 14 суток началась массовая гибель животных, и к 21 суткам смертность составила 100%; средняя продолжительность жизни составила 8 суток. Кривая смертности мышей, получивших микрочастицы с рубомицином, существенно отличалась от контроля. Начиная с 13 суток, отмечены единичные случаи гибели животных; к 21 суткам среди животных, которым были введены микрочастицы с рубомицином, средняя продолжительность жизни составила 16 суток. В течение последующего наблюдения (еще 30 суток) интенсивность гибели животных в экспериментальной группе снизилась, а спустя 55 суток у 40% выживших животных признаки АКЭ отсутствовали. Этими экспериментами впервые показано на примере лабораторных животных с привитой карциномой Эрлиха, что цитостатический препарат рубомицин, депонированный в полимерные микрочастицы, ингибирует пролиферативную активность АКЭ и позволяет обеспечить местную доставку препарата.

Приоритетное направление 6.12. Эволюционная, экологическая физиология, системы жизнеобеспечения и защиты человека. 

Программа 6.12.1. Генетическая эпидемиология болезней человека, экспериментальное и теоретическое моделирование биосистем.

Проект 6.12.1.3. Экспериментальное и теоретическое моделирование процессов трансформации и перераспределения углеродных соединений в биосистеме с круговоротом вещества, включающей растения и почвоподобный субстрат. Рег. № 01.200703089. 

Научные руководители проекта: Академик РАН И.И. Гительзон, Член-корр. РАН, д.ф.-м.н. А.Г. Дегерменджи
Блок 1. Выявление возможных лимитов, возникающих в почвоподобном субстрате, обеспечивающим минеральным питанием растения с различным типом углеродного метаболизма, и причины, обуславливающие их возникновение на фоне безлимитного обеспечения световым и углеродным питанием с оценкой биохимической направленности углеродного метаболизма у исследуемых растений
Ограниченные масштабы биорегенеративной замкнутой экосистемы (БЗЭС) требуют поиска способа увеличения продуктивности растений, используемых в фототрофном звене. В настоящее время известно, что увеличение интенсивности ФАР приводит к существенному повышению, как урожая растений, так и их продуктивности при выращивании в контролируемых условиях методом гидропоники на не лимитированных по минеральному питанию стандартных средах. Однако для почвоподобного субстрата (ППС) такие исследования не были проведены. В связи с этим, была проведена сравнительная оценка влияния повышенной интенсивности фотосинтетически активной радиации (ФАР) на продуктивность растений пшеницы и редиса (растения С3 типа) и растений чуфы (растения С4 типа), моделирующих выращивание растений на ППС в конвейерном режиме в условиях БЗЭС.

Показано, что повышение облученности ФАР для растений чуфы и пшеницы от 150 до 250 Вт/м2 ФАР не приводило к увеличению фотосинтетической деятельности растений (рис. 1-6) и не увеличило урожай съедобной и несъедобной биомассы (рис.7).
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Рис. 1. Видимый СО2 газообмен комплекса «пшеница–ППС», сформированного при 150 Вт/м2 или 250 Вт/м2
Рвид. -  видимое изменение концентрации СО2  на свету.
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Рис.2. Фактический фотосинтез растений пшеницы, выращенных на ППС при 150 Вт/м2 или 250 Вт/м2 ФАР 
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Рис. 3. Внешний вид растений пшеницы в фазе цветения.
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Рис. 4. . Видимый СО2 газообмен комплекса «чуфа–ППС», сформированного при 150 Вт/м2 или 250 Вт/м2
Рвид. -  видимое изменение концентрации СО2  на свету.
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Рис.5. Фактический фотосинтез растений чуфы, выращенных при 150 Вт/м2 и 250 Вт/м2 ФАР
	[image: image23.jpg]


 Рис. 6. Внешний вид растений чуфы в фазе цветения


Для растений редиса аналогичные изменения интенсивности ФАР привели к увеличению общей и съедобной биомассы на 30% и 45% соответственно. 
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Рис. 7. Урожай растений, выращенных на ППС при различной интенсивности ФАР
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Рис.8. Количество минеральных элементов, пошедшее на формирование растений пшеницы и чуфы (% от содержания в ППС). 


Сравнительный анализ содержания макроэлементов в ППС перед посевом и содержание макроэлементов в растениях пшеницы и чуфы, выращенных на этом субстрате (табл. 1. рис. 8) показал, что содержание макроэлементов в субстрате во много раз превосходят потребности растений. Но при этом даже в начале процесса роста растений содержание азота в питательной среде в 4 раза, содержание фосфора почти в 6 раз и содержание Са в 1,5 раза было меньше содержания этих элементов в стандартных питательных средах (табл. 2, рис.9 и 10). Содержание остальных макроэлементов было или близко к их содержанию в стандартных питательных средах или больше.

Табл. 1. Содержание минеральных элементов в ППС перед посевом и в выращенных на субстрате растениях при 150 Вт/м2 и 250 Вт/м2 (г/м2)

	 
	P
	S
	K
	Ca
	Mg
	N

	ППС
	179
	84
	218
	901
	120
	595

	Растения пшеницы, 150 Вт/м2
	6,3
	4,8
	51,4
	8,5
	4,4
	40,9

	Растения пшеницы, 250 Вт/м2
	5,6
	4,3
	46,8
	7,8
	4,0
	36,6

	
	
	
	
	
	
	

	ППС 
	157
	70
	248
	1218
	95
	481

	Растения чуфы, 150 Вт/м2
	8,19
	2,84
	33,1
	4,61
	5,67
	19,38

	Растения чуфы, 250 Вт/м2
	8,31
	2,53
	26,47
	6,42
	5,26
	21,84


Табл. 2.. Содержание минеральных элементов в питательных растворах через 7 сут после появления всходов растений.

	Вариант 
	мг/л

	
	P
	S
	K
	Na
	Ca
	Mg

	пшеница, 150 Вт/м2
	9,44
	71,5
	545
	90
	107,1
	33,2

	пшеница, 250 Вт/м2
	9,43
	71,5
	555
	90
	101,5
	32,36

	чуфа, 150 Вт/м2
	4,88
	58,7
	465
	70
	97,6
	30,2

	чуфа, 250 Вт/м2
	7,32
	60,8
	455
	70
	114,84
	32,5
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	Рис.9. Динамика содержания подвижных форм азота (аммонийного и нитратного) в питательном растворе в процессе роста и развития растений на ППС.
	Рис.10. Относительное содержание минеральных элементов в питательных растворах пшеницы и чуфы в начале опыта и перед уборкой растений (в % от содержания в стандартном растворе Кнопа).


Так как содержание минеральных элементов в питательном растворе отражает содержание доступных форм минеральных элементов в субстрате, можно сделать заключение, что на стадии интенсивного роста и развития растений чуфы и пшеницы, при выращивании их на ППС как при 150 Вт/м2, так и при 250 Вт/м2, фактором, лимитирующим фотосинтетические процессы была концентрация доступных для растений минеральных элементов в субстрате и в питательном растворе, так как скорость превращения связанных форм минеральных элементов в доступные для растений формы не удовлетворяла потребностям растений. 

В отличие от пшеницы и чуфы, пройденные редисом этапы вегетации не были связаны с высокими темпами ростовых процессов и не потребовали  интенсивного запроса ассимилянтов, поэтому лимит по доступной форме минеральных элементов в ППС для них проявился в меньшей степени. Таким образом, при выбранных условиях культивирования на ППС зависимость фотосинтетической продуктивности растений разных видов от светового фактора имеет общие причины, связанные со стратегией и темпами роста и развития, с одной стороны, и с темпами минерализации органических веществ ППС с другой, и не зависит от С3- или С4 типа углеродного питания.

Блок 2 Экспериментальное и теоретическое моделирование процессов трансформации и перераспределения углеродных соединений в биосистеме с круговоротом вещества, включающей растения и почвоподобный субстрат. 
Целью выполнения работ в рамках данного блока было определение и анализ распределения углерода между растительной биомассой и почвоподобным субстратом (ППС) в зависимости от поступления в экспериментальную модель БЗЭС органического вещества разной степени восстановленности. 
Определение распределения углерода по звеньям системы в зависимости поступления углеродных соединений разной степени восстановленности проводили в условиях замкнутого газообмена при непрерывном режиме освещения 150 Ватт/м2 ФАР, и начальной сухой массе ППС - 184,8 г во всех опытах. Накачку ЭБ углекислым газом (по 50-120 мл СО2 в сутки) проводили начиная с 31-35 суток, поддерживая его концентрацию в пределах 0,1-0,4 %. Всего за вегетацию ввели 2 г СО2 в пересчете на углерод. Накачку системы метаном осуществляли периодически 1 раз в сутки, из расчета 2 литра за вегетацию (1 г по углероду). Целлюлозу  вносили однократно по 5 г (2 г по углероду) вначале вегетации. Результаты распределения углерода по звеньям системы приведены в таблице 3.

Таблица 3.

Распределение масс углерода по звеньям ЭБ при подаче в систему СО2, целлюлозы (С6Н10O5)n и метана CH4.

	Подача углерода в  систему в виде
	Цикл вегетации 

	Начальная масса углерода в системе, г
	Конечная масса углерода в системе, г
	Распределение массы углерода по звеньям системы по окончании вегетации, %

	
	
	
	
	ППС
	Фитомасса
	Поливная вода
	Атмосфера

	СО2
	1
	72,5
	74,5
	89,0
	10,9
	0,13
	0,0039

	СО2
	2
	74,5
	76,5
	89,0
	10,9
	0,15
	0,0035

	(С6Н10O5)n
	1
	72,5
	74,5
	89,7
	10,2
	0,12
	0,0082

	(С6Н10O5)n
	2
	74,5
	76,5
	89,5
	10,3
	0,13
	0,0077

	CH4
	1
	74,5
	75,5
	89,4
	10,5
	0,16
	0,0047


Результаты экспериментов показали, что в отсутствии лимитирования по свету и воде поступление избыточного углерода разной степени восстановленности в замкнутую систему “растения – ППС” приводит к депонированию углерода этих соединений в ППС. При этом избыточный углерод распределился между биомассой растений и ППС примерно пропорционально массам углерода, содержащихся в составе этих звеньев. Согласно данным, полученным при выполнении работ в рамках блока 1, рост биомассы лимитировало содержание азота в доступной для растений форме.

Для анализа взаимосвязей между циклом углерода и азота в замкнутом биотическом цикле разработана математическая модель (рис.11), описывающая динамику накопления углерода и азота в биомассе растений, трансформацию, депонирование и минерализацию органического вещества, динамику роста и активности микроорганизмов в ППС. При построении модели было принято два условия: (1) Скорость распада ППС определяется активностью микроорганизмов, которая, в свою очередь, зависит от количества, поступающих от растений легко окисляемых веществ, и содержания азота в субстрате; (2) При лимитировании роста почвенных микроорганизмов азотом избыточный углерод легко окисляемых веществ депонируется в ППС в виде полимерных продуктов. 
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	Модель замкнутого биотического цикла описывает динамику масс углерода и азота следующих блоков в биотическом цикле:

AT -  атмосферы; 

GR -  зерна;

AS -  первичных ассимилятов; 
LS -  листьев и стеблей:

RR - корней;

LOM - легко окисляемого вещества ППС; 

WS - соломы и корней в ППС 

SLS - почвоподобного субстрата (ППС);

X - микробной биомассы в ППС;

PN - пула азота в биомассе растений; 

DN - доступного азота в ППС

NX - пула азота в микробной биомассе

Для возврата углерода и азота из урожая зерна (GR) предусматривалось его сжигание в реакторе (In)

Отдельное уравнение было предусмотрено для осуществления ”накачки” системы углеродом


Рис. 11. Схема круговорота углерода и азота, которая использовалась для построения модели замкнутого биотического цикла

Расчеты, по модели (рис. 12) позволили сделать следующие выводы: 

1. Поступление избыточного СО2 в атмосферу системы, сбалансированную по углероду и азоту, увеличивает приток из растений в ППС легко окисляемых веществ и приводит к лимитированию роста почвенных микроорганизмов азотом, что, в свою очередь, инициирует процессы депонирования в ППС продуктов микробного метаболизма.

2. Увеличение скорости выделения легкодоступных соединений при повышении освещенности до 150 -250 Вт/м2, без соответствующего увеличения массы ППС, приводит к дисбалансу доступного азота и углерода в прикорневой зоне, депонированию углерода в почвенном субстрате и снижению урожая зерна.
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Рис. 12. Расчетная динамика углерода в составе ППС и фитомассы в замкнутом биотическом цикле. Величины масс углерода даны в кг/м2.

А - Сбалансированная по углероду и азоту система при интенсивности света 100 Вт/м2
B – Та же система с накачкой атмосферы углекислым газом

С -  Та же система при  интенсивности света 150 Вт/м2
3. РЕЗУЛЬТАТЫ НИР ПО ПРОЕКТАМ С ЦЕЛЕВЫМ ФИНАНСИРОВАНИЕМ РАН И СИБИРСКОГО ОТДЕЛЕНИЯ РАН
3.1. Проекты в рамках программ РАН.

Программа РАН 19. Химические аспекты энергетики 

Исследование липидов микроводорослей и черных илов на предмет их использования как сырья для получения биотоплив. Рук: д.б.н. Гладышев М.И.


Изучен состав липидов и жирных кислот лабораторной культуры хлореллы и чёрных илов природного водохранилища. В культуре хлореллы липиды составляли 14.2 ± 0.9 % от сухой массы, что соответствовало современным литературным данным. В чёрных илах содержание липидов 0.24 ± 0.02% от сухой массы. Таким образом, чёрные илы, по сравнению с культурами микроводорослей, содержат существенно меньше липидов. Однако, как побочный продукт природоохранных мероприятий, образующийся при восстановлении озёр и водохранилищ, илы могут представлять значительный интерес для производства биотоплива (биодизеля). 

Программа РАН 21. Фундаментальные науки – медицине

Исследование резорбируемых полиэфиров для внедрения в медицинскую практику нового класса биосовместимых материалов  и конструкций из них. Рук.: ак. РАН Гительзон И.И., д.б.н. Волова Т.Г.

Синтезированы образцы ПГА в необходимых количествах, позволившие получить серию экспериментальных изделий медицинского назначения и оценить эффективность для реконструктивной хирургии в условиях локальных клинических исследований. Из высокоочищенных образцов ПГА, отвечающим требованиям, предъявляемым к материалам и изделиям для медицины, изготовлены полностью резорбируемые трубчатые эндобилиарные стенты и разработаны противоспаечные барьерные сетчатые эндопротезы, модифицированные биосовместимым покрытием из ПГА. Показана эффективность проведения разработанной техники стентирования с применением эндопротезов из ПГА у тяжелобольных с диагнозом - дистальный блок холедоха. У пациентов с заранее неблагоприятным прогнозом (заболевания опухолевой природы)  исследуемая реконструктивная операция с применением полимерных стентов из ПГА позволила снизить уровень билирубинемии без паллиативной операции (наложение билиодигестивного анастомоза) и минимизировать последствия операционной травмы, при его применении не отмечено случаев быстрой декомпенсации,  что положительно  сказалось на результатах лечения по сравнению с  традиционными методами декомпенсации дистального отдела желчевыводящих путей.  Установлено, что применение сетчатых эндопротезов, модифицированных полимерным покрытием из ПГА  при хирургическом лечении пациентов с различных вариантами грыж (первичные рецидивные косые прямые приобретенные врожденные вправимые, невправимые, ущемленные) снижает количество послеоперационных осложнений и не оказывает негативного влияния на состояние тканей и скорость линейного кровотока сосудов паховой области, имеющих место при использовании фирменных (не покрытых биосовместимым покрытием эндопротезов). Полученные положительные результаты позволяют планировать расширение клинических исследований полимерных конструкций из ПГА.

Программа РАН 22. Молекулярная и клеточная биология

Молекулярные механизмы биолюминесценции различных светящихся организмов. Рук.: ак. РАН Гительзон И.И.

1. Методами флуоресцентной спектроскопии исследовано влияние четырех вязких буферных сред на конформацию основных компонентов биолюминесцентной реакции бактерий – флавинмононуклеотида (ФМН), бактериальной люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы. Проанализированы спектры и анизотропия флуоресценции компонентов в присутствии глицерина (10-80%), сахарозы (10-70%), желатина (0.1-5%) и картофельного крахмала (0.5-5%). Установлено, что компоненты сред оказывают влияние, главным образом, на интенсивность флуоресценции ферментов и ФМН. Зарегистрированы гипсохромные  сдвиги  (( 5 нм) спектров флуоресценции ферментов в присутствии глицерина и сахарозы, что может быть вызвано конформационными изменениями данных белков и/или тушением флуоресценции триптофановых остатков в их составе, наиболее экспонированных в растворитель. Обнаружено, что наименьшее влияние на компоненты биолюминесцентной реакции оказывает крахмал.

2. Исследовано взаимодействие хинонов с люциферазой Photobacterium leiognathi на основе изучения спада флуоресценции флавина, связанного с люциферазой. Использован ряд гомологичных 1,4-хинонов различной гидрофобности – 1,4-бензохинон, метил-1,4-бензохинон, 2-метил-5-изопропил-1,4-бензохинон и 1,4-нафтохинон. Времена жизни флуоресценции (~1 и 5 нс) и анизотропии флуоресценции (~0.2 и 20 нс) эндогенного флавина в отсутствии хинонов указывают соответственно на гетерогенность тушения флуоресценции и вращательную мобильность микроокружения флавина, связанного с люциферазой.  Показано, что в присутствии хинонов гетерогенность тушения практически не изменилась, в то время как фракция коротковременной компоненты спада анизотропии и усредненная скорость вращения увеличивались с ростом гидрофобности хинона. Сделан вывод о значимости неспецифических гидрофобных взаимодействий в процессах тушения биолюминесценции бактериальной люциферазы молекулами хинонов.
3. Из небольшого кусочка фотогенной ткани (( 100 мг) из одной светящейся медузы Clytia gregaria сконструирована экспрессионная плазмидная кДНК библиотека. Методом функционального скрининга из библиотеки клонированы кДНК гены, кодирующие Ca2+-регулируемый фотопротеин клитин и более десяти изоформ зеленого флуоресцентного белка (cgGFP). Аминокислотные последовательности изоформ cgGFP выявили не более 42% совпадения с последовательностью зеленого флуоресцентного белка (avGFP) из гидромедузы Aequorea victoria. Клитин и cgGFP экспрессированы в клетках E. coli, получены в высокоочищенном виде, и для высокоочищенных белков определены основные физико-химические свойства (спектры биолюминесценции и флуоресценции, молекулярные массы, квантовые выходы биолюминесценции и флуоресценции и т.д.). Установлено, что в отличие от avGFP cgGFP является димером и имеет значительно более высокий квантовый выход флуоресценции (0.86). Впервые показан эффективный безызлучательный перенос энергии (BRET) между фотопротеином и GFP in vitro, наблюдающийся при мкМ концентрациях биолюминесцентного донора (клитина) и флуоресцентного акцептора (cgGFP), что предполагает образование белок-белкового комплекса. Получены кристаллы и с разрешением 1.9 и 1.55 Å определены пространственные структуры клитина с 2‑гидропероксицеленте-разином и cgGFP, соответственно. Показано, что cgGFP экспрессируется в клетках животных и, следовательно, может быть использован для визуализации клеточных процессов.

Программа РАН 23. Биологическое разнообразие 

Микробные сообщества стратифицированных озер Южной Сибири: мониторинг и экологический прогноз. Рук.: чл.-к. РАН Дегерменджи А.Г.

С помощью одномерной математической модели и анализа натурных данных показано, что глубина, на которой формируется редокс-зона в зимнее время в оз. Шира, может быть спрогнозирована для определенного метеорологического сценария, следовательно - возможен прогноз освещенности в хемоклине и продукции фототрофных серных бактерий.

Программа РАН 23. Биологическое разнообразие 

Видовое разнообразие, продукционные и цитогенетические характеристики макрофитной растительности реки Енисей в градиенте антропогенной (радиационной и химической) нагрузки. Рук.: д.б.н. Болсуновский А.Я. 

Продукция макрофитов вблизи источников радиационно-химического загрязнения (промышленно-коммунального комплекса г. Красноярска и Горно-химического комбината Росатома, г.Железногорск) не отличается значительно от продукции макрофитов на удалении от источников загрязнения по течению реки. Наибольшее видовое разнообразие макрофитов зарегистрировано на максимальном удалении от Красноярска.

Программа РАН 23. Биологическое разнообразие 

Разработка методов космического мониторинга лесов Красноярского края с целью оценки динамики биоразнообразия под воздействием естественных и антропогенных факторов. Рук.: д.т.н. Шевырногов А.П.

Расчет многолетних значений чистой первичной продукции лесной растительности на территории Красноярского края. 

- Модифицирована модель Glo-PEM для данных коэффициента отражения MODIS 500 метров.

- Выявлено, что корректировку значений полученных спутниковыми методами необходимо проводить с учетом типа растительности. 

- Рассчитаны средние значения ЧПП (1982-2000, AVHRR) по широтам, получены две широтные зоны максимальной продуктивности, от 330 до 550 с.ш. и от 110 с.ш. до 110.ю.ш. Сопоставление этих зон с глобальной картой типов растительности позволяет сказать, что основной вклад в продукцию вносят луга, пахотные земли и смешанные и хвойные леса северных широт.

Сравнительный анализ таких показателей как температура, NDVI, EVI, NPP, с целью определения какие из данных характеристик или их комбинация лучше подходит для оценки многолетней изменчивости лесной растительности.

- Исследована разница оценки скоростей вегетации, рассчитанных на основе EVI и NDVI. Показано, что в целом NDVI более контрастно выделяет растительные структуры.

- Показана возможность картирования лесов с использованием особенностей весенней динамики вегетационного периода.

· Показано, что при анализе динамических характеристик лесной растительности, эффективной является классификация, разделяющая лесную растительность как по породному составу, так и по климатогеографическим условиям.

Исследование влияния многолетней динамики климата на фенологические изменения лесной растительности.

· На основе модифицированной модели Glo-Pem  впервые получена оценка ЧПП для территории Красноярского Края по данным сканера MODIS спутника Terra. Проведена корректировка значений полученных спутниковыми методами по различным типам растительности отдельно. 

· Впервые рассмотрены динамические характеристики изменения разных типов растительности (скорость изменения NDVI)  в разных природно-климатических условиях роста с применением спутниковых методов. 

Впервые получены карты скоростей вегетации для территории юга Красноярского края 

· и Хакасии. 

· Найдены зоны с наибольшей весенней изменчивостью (в течение 8 лет). Определенно, что растительность найденных зон в большей степени зависит от изменчивости климата относительно остальной растительности изучаемого участка.

Программа РАН 27. Основы фундаментальных исследований нанотехнологий и наноматериалов 

Биологические эффекты наноалмазов детонационного синтеза, как базовая основа создания новых наноматериалов и нанотехнологий для биологии и медицины. Рук.: ак. РАН Гительзон И.И.

1. Установлено в результате разработки методических основ конструирования индикаторных и диагностических тест-систем на основе комплексов наноалмаз-маркерная биомолекула (биомолекулы):

- Возможно конструирование систем адресной доставки веществ на основе наноалмазов и адресующих биомолекул (иммуноглобулины мыши и кролика (IgG и RAM)).

- В экспериментах in vitro комплексы наноалмаз-IgGI125 и RAM-наноалмаз-BSAI125, полученные при ковалентной иммобилизации маркерных белков на наночастицы, обладают стабильностью и высокой коллоидной устойчивостью в сыворотке крови.

- Комплекс RAM-наноалмаз-BSAI125 специфически связывается с антигеном-мишенью, иммобилизованным на матрице Sepharose 6B. 

- Возможно создание прототипа биолюминесцентной тест-системы многоразового действия на основе комплекса наноалмазы – люцифераза (светоизлучающий фермент) и полимерной матрицы. 

2. Показано в ходе разработки способов получения на основе наноалмазов, различающихся узким размером кластеров, модифицированных наноматериалов и определения их сорбционных характеристик на примере адсорбции модельных биомолекул:

- Возможность получения модифицированных наноалмазов, обладающих высокой коллоидной устойчивостью в дисперсионных средах и узким распределением по размерам кластеров наночастиц. 

- На примере адсорбции маркерного белка (цитохром С) установлено, что сорбционная емкость линейно зависит от среднего размера кластеров наночастиц. 

- Модифицированные наноалмазы проявляют каталитическую активность в реакциях взаимодействия органических соединений с образованием окрашенных продуктов, что открывает перспективы применения наночастиц как катализатора при разработке методов мониторинга, например, микотоксинов.

3. Показано в ходе определения сорбционных характеристик модифицированных наноалмазов на примере адсорбции модельных биомолекул: 

- Более высокая нейтрализация афлатоксина В1 при его последовательной обработке озоном, растворенным в воде, и гидрозолем модифицированных наноалмазов, чем это достигается при их раздельном использовании. 

- Возможность разработки нового подхода к детоксикации микотоксинов, который состоит в объемном озонировании кормов и продуктов питания, зараженных афлатоксином В1, и последующем применении гидрозолей наноалмазов для адсорбции остаточного токсина. 

3.2. Междисциплинарные интеграционные проекты СО РАН
Приоритетное направление 6.9. Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Биоинформатика.

Проект 50. Модели изменения биосферы на основе баланса углерода (по натурным и спутниковым данным и с учетом вклада бореальных экосистем). Рук.: д.ф.-м.н. Барцев С.И., ИБФ СО РАН

Использование для моделирования динамики глобальных параметров биосферы минимальных моделей, построенных в рамках принципа наихудшего сценария, позволяет снять целый ряд проблем моделирования биосферы с помощью больших распределенных математических моделей. При этом огромную важность имеет вопрос об условиях формального перехода от распределенных моделей к малоразмерным, осуществляемом с помощью суммирования значений существенных переменных распределенной модели.

В результате выполнения данного этапа проекта проиллюстрирована возможность прямого перехода от уравнений, описывающих фрагменты биосферы к уравнениям, описывающим биосферу в целом с сохранением вида исходных уравнений. Следовательно, можно говорить об определенной степени структурного подобия биосферы и экосистем ее составляющих. Кроме того, стали более оформленными требования к минимальной модели климата, сопряжение с которой позволит получить замкнутую целостную модель изменений в системе "биосфера-климат".

Модель бореального леса настроена для параметров температуры, освещенности и влажности для пяти экспериментальных точек по данным ИЛ СО РАН. Для этих точек рассчитана динамика баланса СО2 в системе. Верифицированная модель способна рассчитывать изменения фитомассы древостоя и запасов углерода почвы при возможных будущих изменениях температуры, влажности и освещенности, суточный и годовой баланс эмиссии и стока CO2.

Проведена модификация модели GloPEM, предназначенной для оценки чистой первичной продукции по данным космических измерений. Показано соответствие ЧПП, рассчитанного по спутниковым MODIS/Terra и подспутниковым данным в черневом и субальпийском поясах. Проведена корректировка модели на основе наземных данных юга Красноярского края, позволившая получить уточненные данные по ЧПП. Создана база данных значений ЧПП Восточной Сибири.

Приоритетное направление 6.10. Биотехнология.

Проект 93. Развитие исследований в области медицинской химии и фармакологии как научной основы разработки отечественных лекарственных препаратов. Рук.:  д.б.н. Волова Т.Г., ИБФ СО РАН

Исследована возможность синтеза сополимеров 3-гидроксибутирата/4-гидроксибутирата [поли(3ГБ/4ГБ)] бактериями Ralstonia eutropha B5786 в различных условиях углеродного питания и определены выходы биомассы и сополимера, его мономерный состав в автотрофных и гетеротрофных условиях (субстрат – фруктоза или масляная кислота) при различных концентрациях в среде стимулятора синтеза 4-гидроксибутирата (4ГБ) - γ –бутиролактона. Установлено, что γ –бутиролактон ингибирует рост бактерий и синтез полимера у данного штамма, особенно значительно в автотрофных условиях. Поэтому для дозирования этого субстрата необходим специализированный режим. Определены условия, позволяющие в гетеротрофных условиях при дробной подаче γ–бутиролактона в культуру достичь высоких выходов биомассы (7.1-7.4 г/л) и сополимера (78.1-81.7% от сухой биомассы) при содержании фракции 4ГБ в сополимере 3.8-4.4 мол.%. Добавление пропионовой кислоты позволило увеличить фракции 4ГБ и 3ГВ, до 8.1 и 35.2 мол.%, соответственно. Масштабирование процесса синтеза сополимера 3-гидроксибутирата/4-гидроксибутирата в ферментере объемом 15 л позволило получить [поли(3ГБ/4ГБ)] с включением 4-гидроксибутирата до 6.3% при общем выходе сополимера 95% от сухой биомассы.

Приоритетное направление 6.2.  Экология организмов и сообществ.

Проект 95. Комплексные исследования механизмов стратификации биологических, химических и физических компонент водных экосистем как основа для прогноза и управления качеством воды. Рук.: чл.-к. РАН Дегерменджи А.Г., ИБФ СО РАН

Проведено литолого-геохимическое исследование донных осадков оз. Шира, что дало основу для развертки гидроклиматических вариаций за последние 1000 лет на годичной шкале.

Показано, что биомасса пурпурных серных бактерий в подледный период в хемоклине оз. Шира зависит от освещенности, и при малоснежной зиме может превышать летние значения. Применение метода ПЦР/ДГГЭ к микробному сообществу хемоклина меромиктического оз. Шунет позволило выявить картину микростратификации доминирующих видов фототрофных бактерий. 
В водной толще озера Доронинское выявлена стратификация микробных процессов. В продукции органического вещества в верхних слоях участвуют оксигенные фототрофы, в основном цианобактерии, в зоне хемоклина – аноксигенные фототрофные и хемоавтотрофные прокариоты. Активный процесс деструкции органического вещества при участии сульфатредуцирующих бактерий происходит в нижней части хемоклина. В донных осадках большая часть органического вещества используется для восстановления сульфатов, на образование метана расходуется на порядок меньше

Разработаны методы количественной оценки содержания микроорганизмов в пробах воды посредством флуоресцентной микроскопии, культивирования аэробных бактерий на стерилизованных фильтрованием агаризованных пробах воды из мест взятия проб, получения чистых культур и их микробиологического и филогенетического анализа на основании нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК.

Для Телецкого озера в сентябре 2009 г. в районе п. Яйлю установлено наличие прямой стратификации по температуре и содержанию хлорофилла с изменением по вертикали в пределах, близких к наблюдающимся в другие периоды года. Для центральной части озера Большое Яровое установлено наличие обратной стратификации летом и равномерного распределения по вертикали осенью по температуре и пигментным характеристикам фитопланктона.

Разработан и опробован флуоресцентный метод для определения концентрации бактериохлорофилла а и хлорофилла а в альгобактериальном ценозе меромиктического оз. Шира.

В серии лабораторных экспериментов показано, что наиболее вероятным классом сигнальных веществ, вызывающим смену способа размножения у ветвистоусых ракообразных, являются не летучие вещества, вероятно, короткие пептиды, не имеющие сложной пространственной структуры
Показано, что положение редокс-зоны (границы раздела слоев, насыщенных кислородом и сероводородом) в стратифицированном меромиктическом водоеме осенью и зимой определяется «ступенькой» плотности, а весной и летом редокс-зона находится глубже пикноклина. 

С использованием 1DV-модели переноса тепла, солености и растворенного кислорода в глубоком стратифицированном проточном водоеме численно изучено влияние учета минерализации в уравнении состояния на вертикальную стратификацию рассчитываемых характеристик качества воды. Показано, что в  приповерхностных слоях воды (для условий Эвенкийского водохранилища) при учете влияния растворенных солей на плотность воды возникает немонотонность вертикального распределения температуры воды ниже термоклина. 


Анализ чувствительности ранее разработанного биологического блока имитационной модели оз. Шира позволил ранжировать все модельные параметры по степени значимости и провести калибровку модели для лучшего описание динамики экосистемы озера в летний период.

С помощью индивидуально-ориентированного подхода к моделированию динамики и вертикального распределения зоопланктона в стратифицированном водоеме показано, что в условиях летней стратификации при снижении доступной пищи в верхних слоях озера возникает обратный (восходящий) поток фосфора, связанный с индивидуальными (несинхронными) перемещениями животных.

Приоритетное направление 6.10. Биотехнология.

Проект 96. Фундаментальные основы биотехнологического получения целевых продуктов и препаратов. Рук.: д.б.н. Волова Т.Г., ИБФ СО РАН

Целью исследований является фундаментальное обоснование и разработка новых подходов к биотехнологическому синтезу целевых продуктов  пищевого, медицинского и технического назначения с заданным комплексом свойств.

В качестве продуцента белка пищевого назначения исследованы белки, синтезируемые  водородокисляющими микроорганизмы: водородными бактериями Alcaligenes eutrophus Z1, Ralstonia eutropha В5786 и СО-резистентным водородокисляющим штаммом карбоксидобактерии  Seliberia carboxydohydrogena Z1062, у которых максимальная белоксинтезизирующая активность рибосом и внутриклеточное содержание белка имеют место в проточной турбидостатной культуре при скорости протока  свыше 0,2 ч-1 . Аминокислотный состав белков, распределение в них незаменимых аминокислот, фракционный состав и переваримость протеолитическими ферментами свидетельствуют о высокой биологической ценности  белков всех исследованных штаммов. Для отбора штаммов, пригодных для биотехнологических процессов получения глюкозо-фруктозных сиропов и обладающих высокоактивной и стабильной ксилозо(глюкозо)изомеразой, проведен скриниг среди представителей родов Actinoplanes, Arthrobacter, Actinomycetes, Thermus; выполнен генетический анализ фермента, определена структура наиболее активных ферментов выбранной группы организмов; на основе полученных результатов определена тактика проведения сайт-направленного мутагенеза для повышение термодинамической стабильности элементов вторичной структуры фермента. Разработаны гетерогенные биокатализаторы для процесса изомеризации глюкозы в глюко-фруктозный сироп путем включения микробной биомассы штаммов, высокоактивных по глюкозоизомеразе, в ксерогель диоксида кремния. Создана коллекция  охарактеризованных штаммов  Lactobacillaris, изолированных из кишечного содержимого с/х птицы и показано для большинства штаммов лекарственная устойчивость к антибиотикам, применение которых в птицеводстве сопровождается дисбактериазом. Установлен пробиотический эффект гликопептидного антибиотика колистина выражающийся в нормализации концентрации лактофлоры в микробиоценозе кишечника птицы при его совместном применении с антибиотиками. Из 220 чистых культур микроорганизмов, выделенных из озера Байкал, отобрано 22 штамма, обладающих высокой  антимикробной активностью. Проведен хроматографический анализ индивидуальных антимикробных соединений, активных по отношению к S. aureus, E. faecium, B. Subtilis; рехроматографией их фракций  показано наличие ароматической системы в ряде выделенных соединений. Варьирование условий углеродного питания с разработанным  режимом дозирования в культуру R. eutropha B5786 γ–бутиролактона позволило снизить ингибирующий эффект последнего  и разработать биотехнологической процесс синтеза  нового типа полимеров – сополимера β/γ-гидроксимасляной кислоты сополимера  с высокими выходами (до 81.7%) при содержании фракции γ -бутирата до 18.3 мол.%.  Разработаны абсорбенты, содержащие КВУ-содержашие носители, пригодные для создания гетерогенных биокатализаторов на основе  R. eutropha, и исследованы и оптимизированы условия иммобилизации клеток. Для поиска новых перспективных продуцентов 1,3-пропандиола в качестве основы для получения….., из донных отложений озера Кротовая Ляга (Новосибирская обл.)  выделена и  идентифицирована серия штаммов, относящаяся к родам Klebsiella и Clostridium, утилизирующих глицерин и продуцирующих 1,3-пропандиол с различными выходами.

3.3. Интеграционные проекты СО РАН, выполняемые совместно со сторонними научными организациями

Приоритетное направление 6.2.  Экология организмов и сообществ.

Проект 1. Сравнительный анализ миграционной способности, концентрирования и токсичности изотопов урана в водных экосистемах Евразии. Рук.: чл.-к. РАН Дегерменджи А.Г., ИБФ СО РАН, г. Красноярск

Анализ данных по максимальному содержанию 238U в донных отложениях и пойменных почвах разных водоемов показал, что содержание 238U в бассейне реки Енисей вблизи предприятий ядерного комплекса (ГХК на реке Енисей и ЭХЗ на реке Кан) является максимальным (6.0-10.0 мг/кг), по сравнению с фоновым значением реки Енисей (3.0 мг/кг сухой массы) и максимальными значениями содержания 238U для водоемов Печоры и Чернобыльской зоны Беларуси (1.24 мг/кг сырой массы). 

Не смотря на то, что гранулометрический и минералогический состав исследуемых проб донных отложений бассейна рек Енисей и Печора отличается, во всех пробах донных отложений большая часть 238U (62-90% от общего содержания) находится в немигрирующей форме (неразложившемся остатке) по данным химического фракционирования. Для донных отложений р. Енисей доля немигрирующей формы 238U максимальная для районов вблизи сбросов ГХК (90%), что практически совпадает с долей немигрирующей формы 238U для речных систем Печоры (87%). Исследования по химическому фракционированию почв поймы р.Енисей, проведенные по одной методике в двух институтах – ИБФ в Красноярске и в ИГМ в Новосибирске, показали, что большая часть 238U находится в неразложившемся остатке (60-92%), как и для донных отложений. Ранее по результатам проведенных исследований миграционной способности техногенных радионуклидов в пробах донных отложений р.Енисей была составлена следующая последовательность: 90Sr ≈ 241Am ≈ 152Eu > 60Co > 239/240Pu > 137Cs. При этом, радионуклид 137Cs находился во всех пробах донных отложений, в основном в неразложившемся остатке (от 88 до 95%), а доля изотопов 239,240Pu в неразложившемся остатке была несколько меньше - от 75 до 84 %. Таким образом, в ряду миграционной способности радионуклидов в донных отложениях реки Енисей 238U больше соответствует поведению изотопов 239,240Pu и займет одно из последних мест: 90Sr ≈ 241Am ≈ 152Eu > 60Co ≥ 239/240Pu ≈ 238U > 137Cs.
При химическом фракционировании пойменных почв был выявлен факт обратного соотношения 234U и 238U в твердом неразложившемся остатке по сравнению с фракционными растворами. Так среднее отношение 234U/238U для раствора обменной фракции равно 2.0, карбонатной – 2.1, оксидной – 1.6, органической – 1.8, аморфно-силикатной – 2.7, а для твердого остатка – 0.9. Такой характер отношений 234U/238U объясняется процессами изотопного фракционирования природного урана (эффект Чердынцева-Чалова).

Определены скорости седиментации для отдельных участков рек Енисей и Кан, используя для расчетов метод неравновесного 210Pb. Данный метод основан на нарушении радиоактивного равновесия в ряду 238U. Полученное значение скорости седиментации для района реки Енисей выше ГХК составило v=0.88 см/год, а для реки Кан вблизи устья - v=2.27 см/год. На примере 137Cs, 238U и 232Th  была восстановлена хронология загрязнения этими радионуклидами донных отложений рек и показано, что слои керна с максимальным содержанием радионуклидов могут быть датированы большими паводками на р.Енисей в 1988 и 2006 годах. 

В настоящее время в воду реки Енисей поступают техногенные радионуклиды из двух источников: активационные радионуклиды после охлаждения ядерного реактора и осколочные радионуклиды в результате работы радиохимического производства ГХК. В реку Кан поступают радионуклиды в результате деятельности предприятия по обогащению урана ЭХЗ. В отчетный период 2009 года проводились комплексные исследования проб воды реки Енисей и рек-притоков в 4 институтах Красноярска и Новосибирска с целью сопоставления разных методов анализа проб воды и проведение интеркалибровочных работ. Кроме техногенных радионуклидов, исследования выявили, что в воде реки Енисей вблизи сбросов ГХК содержание урана достигает 2.7 мкг/л. Это значение многократно превышает содержание урана в воде выше по течению от ГХК (0.35-0.47 мкг/л) и свидетельствует, что кроме техногенных радионуклидов, в сбросах ГХК в Енисей есть и 238U. В летне-осенний период 2009 года, несмотря на высокий уровень воды в р.Енисей из-за аварии на Саяно-Шушенской ГЭС, сотрудникам ИБФ удалось выявить участки реки с повышенным содержанием урана. В числе этих участков - протока Енисея вблизи с.Б.Балчуг, в которую поступают воды р.Б.Тель. Исследования воды р.Б.Тель в 2009 году показали, что в большинстве анализированных проб содержание урана превышает фоновые значения и достигает 3.2 мкг/л. Также в пробах воды в реке Кан в начале июля были зарегистрированы повышенные содержания урана до 1.9 мкг/л. Исследования изотопного состава урана в пробах воды бассейна р.Енисей, проведенные в ИНХ (Новосибирск), показали наличие техногенного изотопа урана 236U только в пробах воды р.Б.Тель, что свидетельствует о техногенном происхождении части урана в воде реки. Для поверхностных вод бассейна р.Печора среднее содержание урана в воде составило 0.2 мкг/л, что совпадает с содержанием урана в воде реки Припять (Чернобыльская зона), но значительно меньше содержания урана в воде бассейна р.Енисей. 

Одним из наиболее интересных результатов работы по содержанию урана в воде следует отметить обнаруженный факт повышенного содержания урана в питьевой воде колонок береговых населенных пунктов вблизи ГХК. Как правило, для питьевого водоснабжения используется подземная вода из скважин. Из полученных данных следует, что только в питьевой воде базы отдыха вблизи с.Атаманово содержание урана находится на фоновом уровне и даже меньше (≤0.46 мкг/л). Для проб воды из колонок сел Атаманово и Хлоптуново содержание урана несколько повышенное до 2.2 мкг/л. Но особенно высокие значения были зарегистрированы для проб воды с.Б.Балчуг. Это село расположено сразу за санитарно-защитной зоной ГХК и находится на берегу протоки Енисея, а также вблизи р.Б.Тель, где обнаружены повышенные содержания урана. Во всех пробах воды из колонок с.Б.Балчуг минимальное содержание урана было 2 мкг/л, а максимальное - 11 мкг/л. В дальнейшем необходимо продолжить мониторинг содержания урана в питьевой воде населенных пунктов по берегам реки Енисей.

Приоритетное направление 6.5. Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов.

Проект 2. Экспериментальные и теоретические исследования механизма биолюминесцентной реакции Са2+ - регулируемых фотопротеинов. Рук.: к.б.н. Высоцкий Е.С., ИБФ СО РАН, г. Красноярск

1. Разработка технологии получения мономерных форм апообелина и апоакворина, пригодных для кристаллизации и исследования методом ЯМР (Блок 1; ИБФ СО РАН)

Разработана технология получения мономерных форм апообелина и апоакворина. Концентрированные растворы апофотопротеинов, полученные после экстракции из телец включений раствором, содержащим 6 М мочевину, и очистки с помощью ионообменной хроматографии на колонке с DEAE-сефарозой в буфере, содержащем 6 М мочевину, рефолдировали разбавлением в буфере 1 мМ ЭДТА, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,0. Затем растворы концентрировали на ячейках Amicon Ultra Centrifugal Filters (Millipore) и несколько раз промывали тем же буфером, для того чтобы удалить все примеси мочевины и солей. Полученные таким образом образцы апофотопротеинов были пригодны для длительного хранения при -80оС. Перед проведением экспериментов свежеразмороженные образцы центрифугировали 10 мин при 4оС, 20000 g, затем инкубировали в течение ночи в присутствии 10 мМ ДТТ и пропускали через колонку Superdex 200 (Amersham Bioscience), предварительно уравновешенную буфером 5 мМ ЭДТА, 10 мМ ДТТ, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,0. Этап гель-фильтрации обеспечивал получение мономерных форм апофотопротеинов, не содержащие дисульфидных связей и примесей агрегированного белка. 

2. Исследования кинетики связывания целентеразина и его аналогов с апообелином и апоакворином спектральными методами (Блок 1; ИБФ СО РАН)

Собственная флуоресценция апофотопротеинов при возбуждении на 295 нм имеет максимум при 336 нм и обеспечивается исключительно остатками триптофана. Было показано, что добавление целентеразина к апофотопротеинам индуцирует зависимое от его концентрации снижение собственной флуоресценции апобелков. 

Было исследовано связывание целентеразина с апообелином и апоакворином, используя тушение триптофановой флуоресценции апобелков при добавлении к ним субстрата, целентеразина. Апообелин и апоакворин, оба в концентрации 1,22 (М, титровали раствором целентеразина вплоть до достижения 9-кратного молярного избытка по субстрату. Предположено, что количество связанного с апобелком целентеразина соответствует отношению тушения триптофановой флуоресценции (Q = Fo – Fq) к максимальному тушению (Qmax = Fo – Fqmax), где Fo, Fq, и Fqmax – это интенсивность флуоресценции при 336 нм, измеренная в отсутствие лиганда, в его присутствии, и максимальный уровень тушения при насыщающих концентрациях лиганда, соответственно. Полученные данные интенсивности флуоресценции анализировали с помощью формулы:
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где C, L, и KD являются концентрациями апофотопротеина и целентеразина и кажущейся константой диссоциации, соответственно.

С использованием данного подхода были впервые определены кажущиеся константы диссоциации для комплекса целентеразина с апоакворином (1.2 ( 0.12 (M) и с апообелином (0.2 ( 0.04 (M).

3. Разработка кинетической математической модели, описывающей образование активного фотопротеинового комплекса из апобелка, целентеразина и молекулярного кислорода (Блок 1; ИБФ СО РАН)

Предложена кинетическая схема, описывающая формирование активного фотопротеинового комплекса из апобелка, целентеразина и молекулярного кислорода:
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где S1, целентеразин; S2, молекулярный кислород; E (или X), апофотопротеин; ES1 (или X1), комплекс апофотопротеина с целентеразином; EP (или X2), активный фотопротеин; k1, и k2, константы скорости реакции.

Для случая, когда концентрации субстратов (целентеразина и молекулярного кислорода) значительно превышают концентрацию апофотопротеина (то есть S1 и S2 >> X), систему дифференциальных уравнений можно записать в виде:
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где S10 и S20 – начальные концентрации целентеразина и молекулярного кислорода соответственно. Решением данной системы уравнений при условии 
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. Это уравнение было использовано для оценки константы скорости формирования активного обелина и акворина.

4. Получение с помощью олигонуклеотид-направленного мутагенеза мутантов обелина и акворина с заменами аминокислот активного центра (Trp179, His175, Tyr190), предположительно участвующих в стабилизации 2-гидропероксицелентеразина, и изучение их основных физико-химических свойств (связывание субстрата, стабильность фермент-субстратного комплекса, кинетика биолюминесцентной реакции, спектральные характеристики биолюминесценции и флуоресценции) (Блок 1; ИБФ СО РАН)

С помощью олигонуклеотид-направленного мутагенеза были получены 18 мутантов обелина и 18 мутантов акворина с соответствующими друг другу заменами Trp179, His175 и Tyr190. Все мутанты были экспрессированы в клетках E. coli, выделены, очищены и переведены в активную форму фотопротеина. Для всех полученных мутантов обелина и акворина с заменами His175, Trp179 и Tyr190 на иные аминокислотные остатки характерна люциферазная биолюминесцентная активность, проявляющаяся в течение инкубации апобелков с целентеразином в отсутствие Са2+. Однако, после добавления кальция в раствор, содержащий апофотопротеин и целентеразин, наблюдается вспышка биолюминесценции, типичная для фотопротеиновой реакции. Это показывает, что замена одного из вышеуказанных аминокислотных остатков, вероятнее всего, приводит к формированию нестабильного фотопротеинового комплекса.

Для всех полученных мутантов акворина и обелина были определены: относительная биолюминесцентная активность, кинетика биолюминесценции, спектры поглощения, биолюминесценции и флуоресценции. В большинстве случаев замена Trp179, His175 и Tyr190 в акворине и обелине привела к значительной потере биолюминесцентной активности (табл. 1) и снижению стабильности фотопротеинового комплекса. Спектры биолюминесценции большинства мутантов, сохранивших активность, практически не отличаются от спектров фотопротеинов дикого типа и имеют максимум около 480 нм в случае обелина и 475 нм в случае акворина. К наиболее интересным результатам можно отнести появление плеча на 380 нм в спектрах биолюминесценции некоторых мутантов акворина, что говорит о присутствии нейтральной формы целентеразина. Значительные изменения наблюдаются и во флуоресцентных свойствах мутантов, например, для многих из них характерна ярко выраженная бимодальная флуоресценция. Ранее считалось, что His175, Trp179 и Tyr190 не влияют на формирование эмиттера, но исходя из спектральных свойств мутантов, можно предположить, что эти аминокислоты играют важную роль в ориентации молекулы целентеразина (и продукта реакции целентерамида), и их замена приводит к нарушению системы водородных связей, играющих определяющую роль в формировании эмиттера.

5. Скрининг условий кристаллизации для апообелина с целью получения кристаллов, пригодных для рентгеноструктурного анализа (Блок 1; ИБФ СО РАН и ИБФ КАН)

Проведен скрининг условий кристаллизации для мономера апообелина на базе Института биофизики КАН (Пекина, КНР). Образцы мономера апообелина, использованные для скрининга, находились в 5 различных буферных системах: стандартной, используемой для приготовления мономера (5 мМ ЭДТА, 10 мМ ДТТ, 20 мМ Трис-HCl pH 7,0), фосфатном буфере (2 мM ЭДТА, 10 мM ДТТ, 10 мM Na-фосфат pH 7,0), в стандартном буфере с добавлением 5% глицерина, а также в стандартном буфере с добавлением солей – 100 мМ KCl и 1 мМ MgCl2. При скрининге условий для каждого образца использовали 3 различные концентрации белка и 288 растворов для кристаллизации (наборы Crystal Screen HR2-110, Crystal Screen 2 HR2-112, Index 1-48 HR2-144, Index 49-96 HR2-144, PEG/Ion Screen HR2-126, PEG/Ion Screen 2 HR2-126). В работе использовали робот для кристаллизации Mosquito. Таким образом, всего было проанализировано около 4300 условий для кристаллизации. Однако к настоящему моменту кристаллы апообелина пока получить не удалось.
6. Исследование механизма образования эмиттера в биолюминесцентной реакции фотопротеинов и роли аминокислотных остатков активного центра Са2+-регулируемых фотопротеинов в этом процессе методами квантовой химии (Блок 2; ИФ СО РАН)

C помощью квантово-химических методов исследован молекулярный механизм образования эмиттера при флуоресценции Са2+-разряженного фотопротеина обелина. Расчеты проводили с помощью метода РМ3. Для того чтобы смоделировать в расчетах процесс флуоресценции, были рассчитаны спектры поглощения и флуоресценции для всех ионных форм целентерамида (CLM).

Для расчета ионизированных форм целентерамида было взято аминокислотное окружение из кристаллической структуры Са2+-разряженного обелина. Рассчитывали молекулу целентерамида (около 50 атомов) и ее ближайшее аминокислотное окружение на расстоянии 4 Å от атомов целентерамида: His22, Met25, Phe28, Leu29, Lis45, Ala46, Asp49, Ile50, Cys51, Lis53, Leu54, His64, Phe72, Phe88, Trp92, Trp114, Gly115, Val118, Phe122, Ser142, Gly143, Ile144, Met171, Thr172, His175, Trp179 и Tyr190, 5 молекул H2O, всего около 500 атомов. Начальная геометрия для моделирования структур была взята из кристаллической структуры белка.

Расчеты показали, что изменение длин связей во всех формах не превышает 0,1 Å. Наиболее сильные изменения происходят около атомов, которые могут отдавать протон, и на атомах гетероцикла. Это позволяет сделать вывод, что атомы гетероцикла достаточно сильно подвергаются влиянию аминокислотного окружения и в большей степени участвуют в перераспределении заряда.

Сравнение длин связей различных структур целентерамида, рассчитанных в возбужденном и основном состояниях, показывает, что наибольшее изменение значений происходит на фенольном и пиразиновом кольцах. Этими изменениями в геометрии можно объяснить большой сдвиг Стокса в спектре флуоресценции (~150 нм).
В результате расчетов получены частичные электронные заряды на атомах. В случае пиразин-аниона и фенолят-аниона разница в зарядах наблюдается только на фенольном кольце, а на остальных атомах заряды практически одинаковы. Это указывает на возможную роль аминокислотного окружения, которое через электростатическое взаимодействие может влиять на целентерамид, сдвигая при этом длину волны излучения.

Энергию излучения ионных форм целентерамида рассчитывали с помощью метода КВ (табл. 2). Энергию перехода определяли по формуле: Епер = Евозб – Еосн, длина волны: λ=hc/Епер, где h – постоянная Планка, с – скорость света в вакууме.

Из таблицы видно, что длины волн излучения для CLM_0 и CLM–amid близки к экспериментальным значениям, полученным для этих форм целентерамида в различных растворителях, но не соответствуют экспериментальным значениям для флуоресценции Са2+-разряженного обелина ((max = 510 нм). Таким образом, эти формы не подходят на роль эмиттера флуоресценции Са2+-разряженного обелина, поскольку их энергии излучения значительно больше, чем энергия максимума флуоресценции (2.40–2.50 эВ). Расчет для пиразин-аниона показывает энергию излучения 2.39 эВ (520 нм) (табл. 2), которая отличается от реально наблюдаемой флуоресценции Са2+-разряженного обелина. Поэтому пиразин также вряд ли может претендовать на роль эмиттера.
Так как при оптимизации фенолят структурно переходит в пиразин-анион, его атомную структуру невозможно рассчитать. Поэтому была построена модель, основанная на следующих приближениях: энергия, полученная от внешнего источника, идет на перемещение протона; на возбуждение продукта тратится энергия около 3.5 эВ, часть которой идет на внутримолекулярные изменения.

Моделирование проводили следующим образом. Протон помещали в различные положения между двумя крайними позициями, расстояние между которыми составляло 2.42 Å (рис. 1). В каждом положении отдельно проводили расчет основного и возбужденного состояний.

Данная схема позволяет смоделировать процесс образования комплекса с переносом протона, который получил название “Ion–pair proton transfer” и который, как было предположено, образуется при биолюминесценции Са2+-регулируемых фотопротеинов. Из расчетов видно, что положение протона сильно влияет на длину волны излучения.

Расстояние 0.92 Å между кислородом и протоном соответствует равновесной геометрии основного состояния нейтральной формы целентерамида. Энергия перехода в данном состоянии 3.6 эВ (340 нм). Полученная энергия тратится на перемещение протона и возбуждение системы. Экспериментально излучение системы происходит в районе 2.5 эВ (~500 нм), что в наших расчетах соответствует положению протона посередине между целентерамидом и His (~1.65 Å). Нахождение протона на расстоянии большем, чем 1.8 Å, показывает энергию перехода в районе 1.5-2.0 эВ (~600-700 нм). В спектре флуоресценции данные длины волн не наблюдаются – это связанно с тем, что перемещение на расстояние более 1.8 Å требует дополнительных затрат энергии.

Моделирование переноса протона в системе His22—CLM показало, что для удаления протона от фенольной группы целентерамида на расстояние до 1.5 Å необходимо затратить энергию около 3.6 эВ, что соответствует энергии возбуждения флуоресценции. На расстоянии примерно 1.65 Å происходит излучение кванта света с энергией 2.5 эВ, что соответствует экспериментальным данным. Поскольку процесс излучения спонтанный, протон может возвращаться к целентерамиду с разных позиций. Это приводит к уширению спектра флуоресценции.

Таким образом, процесс флуоресценции Са2+-разряженного обелина (возможно и других Са2+-разряженных фотопротеинов) хорошо моделируется перемещением протона от кислорода фенольной группы целентерамида до азота His22. Вероятнее всего, аналогичный процесс имеет место и при биолюминесцентной реакции фотопротеинов и поэтому спектр биолюминесценции также определяется положением протона между атомом кислорода фенольной группы целентерамида в возбужденном состоянии и атомом азота His22.

7. Исследование механизма образования эмиттера в биолюминесцентной реакции фотопротеинов и роли аминокислотных остатков активного центра Са2+-регулируемых фотопротеинов в этом процессе методами спектроскопии (Блок 2; ИБФ СО РАН)
С помощью возбуждения пикосекундным лазером и регистрации флуоресценции с помощью пикосекундной электронно-оптической камеры (streak-camera) определены кинетические характеристики ряда переходных флуоресцентных состояний целентерамида, связанного в Сa2+-разряженном акворине и Сa2+-разряженном обелине (рис. 2). Спектральное распределение в пикосекундном диапазоне включает в себя две компоненты, одна из них характеризуется высокой энергией (~25000 см-1) и происходит от целентерамида в нейтральном состоянии, связанного с белком. Для Сa2+-разряженного обелина эта компонента затухает гораздо быстрее (tЅ ~ 2 пс), чем для Сa2+-разряженного акворина (tЅ ~ 30 пс). Вторая, низкоэнергетическая, компонента характеризуется наличием ряда интермедиатов в диапазоне 150-500 пс и финальным флуоресцентным состоянием с максимумом 19 400 см-1 для Сa2+-разряженного акворина и 21300 см-1 для Сa2+-разряженного обелина. Время жизни флуоресценции для обоих белков составило 4 нс. Сделано предположение, что быстрые изменения флуоресцентных состояний в пикосекундном диапазоне соответствуют времени релаксации белкового микроокружения целентеразин-связывающей полости.

8. Исследование механизма образования активного фотопротеинового комплекса из апобелка, целентеразина и молекулярного кислорода методами квантовой химии (Блок 1; ИФ СО РАН)
С помощью методов квантовой химии проведены исследования механизма образования 2-гидропероксицелентеразина при образовании активного фотопротеинового комплекса из апобелка, целентеразина и молекулярного кислорода.

На основе исследования хемилюминесценции целентеразина и его аналогов в различных растворителях был предложен механизм образования 2-пероксианиона целентеразина (Схема). На первой стадии в присутствии основания в результате депротонирования N7 атома азота целентеразина образуется целентеразин анион (CLZ–7–). Затем происходит перенос электрона от CLZ–7– на кислород, приводящий к образованию радикала целентеразина и 
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. Последующая аннигиляция радикалов приводит к образованию 2-пероксианиона целентеразина. В настоящее время считается, что такой механизм имеет место как для реакций, катализируемых целентеразин-зависимыми люциферазами, так и для Са2+-регулируемых фотопротеинов с одной лишь разницей – в реакциях, катализируемых люциферазами, 2-пероксианион сразу же образует диоксиэтанон, который затем распадается с образованием СО2 и возбужденного продукта, а в случае фотопротеинов – протонируется, образуя стабильный внутри белковой полости 2-гидропероксицелентеразин.

Однако расчеты показали, что если молекулу кислорода поместить рядом с ионизированным атомом С(2)– целентеразина, то в процессе оптимизации происходит разрыв связей, сопровождающийся образованием целентерамида и СО2 без стадии образования 2-пероксипроизводного целентеразина, т.е., фактически, происходит хемилюминесцентная реакция, наблюдаемая в растворах, или реакция, катализируемая люциферазой. Попытки поместить рядом аминокислотные остатки, которые потенциально могли бы быть донором протона, также не приводили к образованию 2-гидропероксицелентеразина.

Теоретически, целентеразин можно представить в двух изомерных формах CLZ(7H) и CLZ(2H) (рис. 3). Если поместить молекулу кислорода рядом с протонированным атомом С2 CLZ(2H), то расчеты показывают, что структура целентеразина остается неизменной, а водород от С(2) переходит на кислород, т.е. образуется молекула 2-гидропероксицелентеразина.

Поэтому было сделано предположение, что при связывании с апофотопротеином целентеразин CLZ(7H) внутри субстрат-связывающей полости переходит в форму CLZ(2H) и только потом происходит его активация кислородом.

Поэтому вначале было рассмотрен переход из CLZ(7H) в CLZ(2H). Хотя данный переход может происходить разными путями, согласно расчетам, таутомерный механизм является наиболее вероятным, так как энергетический барьер реакции наименьший и составляет всего лишь 24 кДж/моль.

После образования CLZ(2H) на втором этапе происходит его активация кислородом с последующим образованием стабильного 2-гидропероксицелентеразина. Процесс происходит в одну стадию, с образованием промежуточного состояния, когда протон от С2 переходит на кислород с дальнейшим образованием 2-гидропероксицеленетразина. Для того чтобы реакция произошла, необходимо, согласно расчетам, затратить около 68 кДж/моль (рис. 4). В молекуле фотопротеина аминокислотное окружение «вынуждает» целентеразин перейти в форму CLZ(2Н). При этом меняется и геометрия структуры, и электронная плотность на атомах. На углероде С(2) создается заряд -0.04 ( расчеты в HF/6-311* и DFT/6-311*). На водороде, связанном с С(2), заряд +0.15. Все это способствует тому, что молекула кислорода притягивается к С(2). Необходимо отметить, что рассчитанная с помощью методов квантовой химии энергия активации практически совпадает с энергией активации, определенной из графика Аррениуса (рис. 5), которая составляет 57.4 кДж/моль.

Приоритетное направление 6.2.  Экология организмов и сообществ.

Проект 65. Влияние глобального изменения температуры на функционирование планктонных сообществ водоемов разных природных зон.

Рук.: д.б.н. Гладышев М.И., ИБФ СО РАН, г. Красноярск

Впервые установлено, что в природном планктоне (сестоне) в ходе сезонного повышения температуры воды, происходит уменьшение содержания незаменимой эйкозапентаеновой кислоты (ЭПК). Для проверки гипотезы о существовании единой (глобальной) зависимости содержания ЭПК в сестоне всех континентальных водоёмов собраны пробы сестона в 10 озёрах, расположенных в различных климатических поясах. 

Приоритетное направление 6.6. Молекулярная генетика. Механизмы реализации генетической информации. Биоинженерия.

Проект 102. Исследование оптоэлектрических и нелинейно-оптических свойств углеродных наноструктур и их суспензий. Рук.: д.б.н. Бондарь В.С., ИБФ СО РАН, г. Красноярск

Были получены в необходимых количествах сухие порошки модифицированных наноалмазов (МНА), позволяющие получать высокую коллоидную стабильность наночастиц и их кластеров в золях.

Были приготовлены и отправлены в Институт прикладной механики УрО РАН образцы золей МНА с высокой коллоидной устойчивостью частиц и дисперсионные среды. Гидрозоли готовили добавлением дистиллированной воды к навескам порошков МНА, полученным согласно способу, описанному в патенте РФ № 2252192. Сырьем для получения МНА с нужными свойствами являлись коммерческие наноалмазы, производимые в России, которые после модификации подвергались фракционированию по размерам и высушиванию. 

Масла, содержащие МНА, получали согласно патенту РФ № 2356938.

Был разработан метод приготовления стабильных во времени золей МНА, имеющих измененные спектры, за счет адсорбции красителей. 

В Институт прикладной механики УрО РАН отправлены 3 образца золей МНА с высокой коллоидной устойчивостью частиц, имеющие измененный спектр поглощения. Спектр образца восстанавливающего коллоидную устойчивость после высушивания представлен.

Исследования, выполненные в Институте прикладной механики УрО РАН с образцами МНА, полученными в ИБФ СО РАН, показали: 

1. Уменьшение коэффициента пропускания гидрозоля наноалмазов при оптическом ограничении импульсного лазерного излучения происходит за счет нарастания нелинейного рассеяния. 

2. Энергия импульсного излучения, рассеянного под прямым углом, подчиняется степенному закону зависимости от плотности энергии импульса падающего излучения и зависит от концентрации наночастиц. 

3. Гидрозоли МНА обладают высокой стабильностью к периодическому лазерному воздействию с высокой плотностью мощности и имеют высокую оптическую прочность. После воздействия более 3×104 лазерных импульсов наносекундной длительности следующих с частотой 1 Hz с плотностью мощности около 1 GW/cm2  выпадения осадка частиц и просветление фильтра не наблюдается.

Приоритетное направление 6.12. Эволюционная, экологическая физиология, системы жизнеобеспечения и защиты человека. 

Проект 132. Интеграция биологического и физико-химического методов для повышения эффективности работы фототрофного звена биорегенеративной СЖО, включающей человека. Рук.: академик РАН Гительзон И.И., д.б.н. проф. Тихомиров А.А; ИБФ СО РАН, г. Красноярск

Целью исследований в 2009 г были подбор, анализ и оценка возможностей включения в состав фототрофного звена зеленных видов растений, повышающих сопротивляемость к заболеваниям и улучшающих физиологические процессы в организме человека, и оценка совместимости выбранных видов с основными культурами фототрофного звена длительно действующих биорегенеративных систем жизнеобеспечения (БСЖО) по световому, температурному, углекислотному и аллелопатическому взаимодействию. В качестве субстратов для выращивания растений были взяты свежеприготовленный почвоподобный субстрат (ППС) и керамзит. В качестве объектов исследования были взяты 6 сортов шпината, 2 сорта салата, 2 сорта листовой капусты и руккола. Получены оригинальные данные, характеризующие рост, продуктивность и накопление полезных веществ в биомассе зеленных культур в условиях, приближенных к создаваемым в БСЖО. Наиболее продуктивными оказались растения листовой капусты, наибольшей антирадикальной активностью обладали салаты, наименьшей — некоторые сорта шпината. Результаты наших исследований в целом показали совместимость исследованных зеленных культур с другими представителями фототрофного звена БСЖО по аллелопатическому взаимодействию, световым, температурным и углекислотным режимам культивирования. Показано, что подбор культур необходимо делать, основываясь как на продуктивности растений, так и на содержании в них биологически активных соединений. При выращивании на почвоподобном субстрате выявлены факторы, лимитирующие минеральное питание растений. Обоснована необходимость усовершенствования характеристик субстратного комплекса на основе  растительных отходов в целях оптимизации минерального питания выращиваемых на нем растений. Показана принципиальная возможность использования ионообменных субстратов для улучшения минерального питания растений. 

3.4. Результаты НИР по грантам Президента для ведущих научных школ

Грант Президента РФ «Ведущая научная школа» НШ-1211.2008.4

1. Методами флуоресцентной спектроскопии исследовано влияние четырех вязких буферных сред на конформацию основных компонентов биолюминесцентной реакции бактерий – флавинмононуклеотида (ФМН), бактериальной люциферазы и НАДН:ФМН-оксидоредуктазы. Проанализированы спектры и анизотропия флуоресценции компонентов в присутствии глицерина (10-80%), сахарозы (10-70%), желатина (0.1-5%) и картофельного крахмала (0.5-5%). Установлено, что компоненты сред оказывают влияние, главным образом, на интенсивность флуоресценции ферментов и ФМН. Зарегистрированы гипсохромные сдвиги (( 5 нм) спектров флуоресценции ферментов в присутствии глицерина и сахарозы, что может быть вызвано конформационными изменениями данных белков и/или тушением флуоресценции триптофановых остатков в их составе, наиболее экспонированных в растворитель. Обнаружено, что наименьшее влияние на компоненты биолюминесцентной реакции оказывает крахмал.
2. С помощью олигонуклеотид-направленного мутагенеза получены 18 мутантов обелина и 18 мутантов акворина с соответствующими друг другу заменами Trp179, His175 и Tyr190. Все мутанты были экспрессированы в клетках E. coli, выделены, очищены и переведены в активную форму фотопротеина. Показано, что у всех полученных мутантов обелина и акворина с заменами His175, Trp179 и Tyr190 на иные аминокислотные остатки наблюдается характерная люциферазная биолюминесцентная активность, проявляющаяся в течение инкубации апобелков с целентеразином в отсутствие Са2+. Однако, после добавления кальция в раствор, содержащий апофотопротеин и целентеразин, наблюдается вспышка биолюминесценции, типичная для фотопротеиновой реакции. Это показывает, что замена одного из вышеуказанных аминокислотных остатков, вероятнее всего, приводит к формированию нестабильного фотопротеинового комплекса. Для всех полученных мутантов акворина и обелина определены: относительная биолюминесцентная активность, кинетика биолюминесценции, спектры поглощения, биолюминесценции и флуоресценции. В большинстве случаев замена Trp179, His175 и Tyr190 в акворине и обелине привела к значительной потере биолюминесцентной активности и снижению стабильности фотопротеинового комплекса.


3. Из генофонда коллекции ИБСО выделены наиболее продуктивные штаммы продуценты ПГА. Обнаружена способность Photobacterium leiognasti и Vibrio harveyi синтезировать 2х и 3х компонентные полимеры. 

4. ХАРАКТЕРИСТИКА МЕЖДУНАРОДНЫХ научных СВЯЗЕЙ

4.1. О деятельности Международного центра замкнутых экологических систем (МЦ ЗЭС)

В 2009 году были продолжены совместные международные научные исследования в рамках МЦ ЗЭС. Традиционные научные контакты, сформировавшиеся в последнее десятилетие, осуществлялись с Европейским Космическим Агентством (ЕКА), Пекинским университетом аэронавтики и астронавтики (Китай), с университетом им. Б. Паскаля (Франция). Кроме того, были установлены и/или расширены научные контакты с другими научными и научно-образовательными зарубежными организациями: автономным университетом г. Барселоны (Испания), Institute of Space Physiology and Medicine (Франция), Belgian Nuclear Research Centre, Technical Research Centre of Finland, University of Eastern Finland.

В рамках сотрудничества с Европейским Космическим Агентством (ЕКА) и университетом им. Б. Паскаля (Франция) в истекшем году успешно завершен совместный с ИБФ СО РАН и  Институтом физиологии растений РАН проект INTAS № 05-1000008-8010 по включению NaCl во внутрисистемный массообмен и включению продуктов физико-химической переработки экзометаболитов человека в питательный раствор высших растений с перспективой их будущего применения в модернизированной системе БИОС-3. В рамках выполнения данного проекта в январе-феврале 2009 года ИБФ СО РАН с научным визитом посетили руководитель отдела по СЖО ЕКА доктор К. Лассер и профессор университета им. Б. Паскаля (Франция) координатор проекта INTAS № 05-1000008-8010 Ж.-Б. Гро. Ими был заслушан отчет о текущей работе по данному проекту, гости были ознакомлены с технологическими разработками ИБФ СО РАН, связанными с данным проектом. Зарубежные ученые дали высокую оценку проводимым исследованиям, которая, в частности, была ими высказана в региональных СМИ во время визита. По результатам проекта выполнены исследования динамических характеристик массообменных процессов созданной физической модели системы в режиме длительного (многомесячного) функционирования. Некоторые итоги  этих совместных исследований в июле 2009 года  были доложены в совместных докладах на международной конференции “Human in Space” в Москве и приняты к публикации в журнале “Acta Astronautica”. 


В рамках продолжающихся контактов с Пекинским университетом аэронавтики и астронавтики (Китай) с.н.с. ИБФ СО РАН Н.С. Мануковский по приглашению китайской стороны посетил данный университет, где обменялся информацией по совместным исследованиям почвоподобного субстрата для СЖО. Результаты этих исследований стали основой совместного китайско-российского патента и нескольких публикаций в престижных зарубежных журналах. 


Успешным началом совместного сотрудничества с автономным университетом г. Барселоны (Испания) стало приглашение молодого специалиста по фототрофному звену СЖО из ИБФ СО РАН к.б.н. н.с. Тихомировой Н.А. для стажировки в данном университете по программе развития Европейской биолого-технической СЖО (проект “Melissa”). В настоящий период Тихомирова Н.А. ответственна за запуск и функционирование компартмента с высшими растениями, создаваемой в данном университете под эгидой ЕКА биолого-технической системы жизнеобеспечения.


ЕКА и автономный университет г. Барселоны обратились к ИБФ СО РАН с просьбой командировать исполнительного директора МЦ ЗЭС проф. Тихомирова А.А. в данный университет в качестве эксперта для оценки подготовки и последующей презентации создаваемой там биолого-технической СЖО. Такой визит состоялся в мае-июне 2009 года. Тихомиров А.А. принял там также участие в работе международной группы по СЖО с докладом, где обсуждались перспективы развития исследований по программе “Melissa”.


При поддержке СО РАН в рамках интеграционного проекта 132 развиваются научные контакты с Институтом физико-органической химии НАН Беларуси по созданию субстратного комплекса для обеспечения безлимитного минерального питания растений фототрофного звена СЖО (руководители от ИБФ СО РАН академик РАН Гительзон И.И., проф. Тихомиров А.А., от Института физико-органической химии НАН Беларуси – академик Беларуси Солдатов В.С.)

В течение июня-декабря 2009 года ИБФ СО РАН совместно с Institute of Space Physiology and Medicine (Франция), Belgian Nuclear Research Centre, Technical Research Centre of Finland, University of Eastern Finland, а также с ИМБП РАН занимались подготовкой проекта “BIOcontamination Specific Modelling in Habitats Related to Space” (BIOSMHARS) в рамках Европейской программы FP7- SPACE 2010-1. Данный проект предусматривает совместные исследования указанных организаций по моделированию динамики ряда микробиологических штаммов применительно к Международной космической станции. В этой связи установку БИОС-3 планируется использовать с определенными допущениями как аналог Международной космической станции для прогноза развития некоторых микробиологических сообществ. В настоящее время данный проект принят к рассмотрению, которое будет завершено в 2010 году. Заявленная для работ сумма от ИБФ СО РАН составляет около 95 тыс. ЕВРО. В рамках этих средств, кроме выполнения научных исследований, предусмотрена дальнейшая модернизация БИОС-3. 

На основании изложенного можно заключить, что в течение 2009 года научные исследования в рамках МЦ ЗЭС успешно расширялись и имеются перспективы к их дальнейшему продолжению.

4.2. Информация и краткая характеристика результатов по грантам и хоздоговорам с зарубежными заказчиками:


1. Контракт № 353001156 с федеральной Лабораторией г. Шпица (Швейцария). “Radioecological investigations of the Yenisei River aquatic ecosystem” («Радиоэкологические исследования водной экосистемы реки Енисей»). Зарубежный научный центр: Федеральная Лаборатория г. Шпица, Швейцария. Координаторы работ: д.б.н. А.Я. Болсуновский (ИБФ СО РАН), Д-р Марио Бюргер, зав. лабораторией радиохимии (Швейцария). Даты начала и окончания проекта: январь 2009 – декабрь 2009.

В 2009 году продолжалась работа по контракту №353001156  с федеральной Лабораторией г.Шпица (Швейцария). Эта работа продолжается в течение нескольких лет. В рамках задач контракта в 2009 году проводился гамма-спектрометрический анализ  проб донных отложений, отобранных в 2008-2009 году на разном расстоянии по течению реки Енисей от города Красноярска. Аналитические исследования сухих и сырых проб донных отложений показали, что максимальное содержание 137Cs в пробах донных отложений в районе сел Стрелка и Каргино на расстоянии 330 км от Красноярска достигает 1600 Бк/кг, что совпадает с содержанием радионуклида в пробах вблизи места сброса радиоактивных вод ГХК. Максимальное содержание 241Am, достигающее 51 Бк/кг, также регистрировалось в слоях керна вблизи максимума содержания других техногенных радионуклидов. В пробах донных отложений, выше по течению от ГХК, в районе поселка Удачный (г.Красноярск) обнаружен только один техногенный радионуклид 137Cs с удельной активностью 9 Бк/кг. Это значение можно принять как фоновое загрязнение 137Cs донных отложений Енисея в результате глобальных выпадений после ядерных испытаний. Для оценки форм нахождения радионуклидов в донных отложениях традиционно использовали метод последовательного химического фракционирования, предложенный ранее проф. Клемтом (Германия). Однако в последнее время европейскими учеными стала широко использоваться схема фракционирования, разработанная европейской комиссией стандартов (BCR). Эта схема (BCR), изначально разработанная для металлов, впоследствии была использована для исследования биодоступности и миграционной способности радионуклидов. В отчетный период нами впервые использовались для сравнения две схемы фракционирования проб донных отложений реки Енисей, отобранных в районе с.Атаманово. Очевидно, чем меньше содержание радионуклида в минеральном остатке седиментов после химического фракционирования, тем этот радионуклид более миграционный. При сопоставлении данных относительного содержания радионуклидов в минеральных остатках разных схем видно, что эти данные близки и находятся в пределах разброса среднего значения по 3 повторностям. Для уточнения содержания радионуклидов в минеральном остатке разных схем были проведены повторные измерения зольных остатков. Измерения зольных остатков не выявили разницы в относительном содержании радионуклидов 60Co и 137Cs, т.е. обе схемы подтверждают низкую миграционную способность этих радионуклидов на уровне 15-20%. Для 152Eu было получено, что по схеме BCR миграционная способность как минимум в 2 раза выше и достигает 80%. Для 241Am результаты схемы BCR показывают, что доля миграционного 241Am достигает 70-78%, в то время как по схеме Клемта – всего 60-69%. В дальнейшем необходимо использовать обе схемы для анализа седиментов разного химического  состава. В 2009 году использовали концентрирование воды осаждением Fe(OH)3 и MnO2 для определения  содержания радионуклидов в воде реки Енисей. Эффект концентрирования хорошо проявился для 239Np, для  других радионуклидов несколько хуже или не проявился совсем. Полученные данные по содержанию радионуклидов в воде использовались для расчета коэффициента накопления радионуклидов водными растениями. 

2. Международный грант РФФИ– ННФ_а № 06-04-90234 "Международное сотрудничество по разработке материалов: конструирование наноалмазов для детоксикации". Зарубежный научный центр: Департамент материаловедения и  инженерии Государственного университета Северной Каролины, Ралли, США). Координаторы работ: д.б.н. В.С. Бондарь (ИБФ СО РАН, Красноярск, Россия), доктор Дональд В. Бреннер, США. Даты начала и окончания проекта: июнь 2006г.- июль 2009г.

Российской группой ученых проведен комплекс исследований in vitro и in vivo с использованием МНА, с целью развития представлений о физико-химических свойствах наночастиц, новых функциональных возможностях данного наноматериала и оценке его потенциального применения не только как адсорбента (и энтеросорбента) для связывания и нейтрализации АфВ1, но и как катализатора дезактивации микотоксинов. Совместно с американскими коллегами проведены исследования коллоидной устойчивости НА и МНА в широком диапазоне значений рН среды в зависимости от поверхностного заряда и размерного фактора кластеров наночастиц. По данным FTIR анализа, отрицательный заряд используемых в данном проекте МНА, определяется, в основном, наличием карбоксильных групп на поверхности частиц. Показано, что МНА, имеющие как отрицательный, так и положительный дзета-потенциал, сохраняют коллоидную стабильность во всем диапазоне физиологических значений рН. Установлено, что наилучшей коллоидной устойчивостью обладают МНА, полученные российскими учеными и имеющие размеры кластеров 75-80 нм. В экспериментах с НА, функционализированными американскими партнерами с помощью обработки плазмой с разным газовым составом, показано, что частицы всех исследуемых образцов обладают низкой коллоидной устойчивостью в гидрозолях – это не позволяет получать коллоидно-устойчивые суспензии даже после ультразвуковой обработки. У большей части образцов наблюдается повышенное содержание поверхностных примесей, которые десорбируются в процессе работы и делают невозможным определение АфВ1 спектральными методами. Показано, что функционализированные НА, не содержащие десорбируемых примесей, обладают меньшей сорбционной емкостью к АфВ1 по сравнению с МНА. В экспериментах in vitro установлена каталитическая активность частиц МНА в реакции взаимодействия перекись водорода - 4-аминоантипирин - АфВ1, сопровождающейся образованием окрашенного продукта реакции, что позволяет рассматривать возможность создания нового способа индикации микотоксинов с использованием МНА. В исследованиях in vitro установлено, что последовательная обработка АфВ1 озоном, растворенным в воде, и гидрозолем МНА приводит к более высокой нейтрализации токсина, чем это достигается при их раздельном использовании. Предложен новый подход к детоксикации, который состоит в объемном озонировании продуктов, зараженных АфВ1, и последующем применении гидрозолей МНА как адсорбента для связывания остаточного токсина. Анализ гематологических показателей и результаты электронно-микроскопических исследований клеток печени, полученные в исследованиях in vivo на крысах, свидетельствуют в пользу протекторного действия МНА и нейтрализации действия АфВ1, перорально поступающего в организм животных с гидрозолем частиц. Это позволяет прогнозировать возможность применения МНА для энтеросорбции и детоксикации микотоксинов. 

3. Международный грант РФФИ-Вьет_а № 08-04-90307 "Исследование механизмов биолюминесценции грибов на основе определения генетических детерминант (lux-генов) биолюминесценции грибов, выделение компонентов биолюминесцентной системы и веществ с противоопухолевым действием (иллудин и лектин с N-ацетил-D-галактозаминной специфичностью) из люминесцентного гриба Omphalotus af. Illudent". Научный центр: Российско-Вьетнамский тропический научно-исследовательский центр, Хошимин, Вьетнам. Координаторы работ: академик РАН И.И. Гительзон (ИБФ СО РАН, Красноярск, Россия), доктор Дао Тхи Ван (BIO-LUMI Co., Ltd., Хошимин, Вьетнам).

Молекулярно-биологическими методами исследования проведена идентификация высшего светящегося гриба Вьетнама, описанного ранее вьетнамской исследовательницей Dao Thi Van как вид Omphalotus af. illudent. Установлено, что культура является представителем вида Neonothopanus nambi. Исследованы параметры роста культуры N. nambi на средах разного состава. 

Методом масс-спектрометрии исследован липидный и жирнокислотный состав экстрактов, полученных из сухой биомассы плодовых тел гриба N. nambi. При этом, в исследованных экстрактах этого вида гриба не обнаружен иллудин - компонент высших грибов, обладающий цитостатическим действием. 

Получены первичные данные о структурно-функциональной организации и физико-химических свойствах люминесцентной системы светящегося гриба N. nambi. Выявлен низкомолекулярный термостабильный компонент, значительно (на 2 порядка) повышающий светопродукцию светящегося мицелия гриба. 

В ходе выполнения проекта сконструированы два биолюминометра, позволяющие осуществлять постоянный мониторинг уровня свечения культур высших грибов в процессе их роста на твердых средах в чашках Петри. 

4. Грант между Государственным комитетом по науке Тайваня (ГКНТ) и РФФИ № 06-04-89502-ННС_а “Crystal structures of coelenterazine-dependent luciferases of marine luminous organisms” (“Пространственные структуры целентеразин-зависимых люцифераз морских светящихся организмов»). Зарубежный научный центр: Национальный синхротронный исследовательский центр, г. Хсинчу, Тайвань. Координаторы работ: к.б.н. Е.С. Высоцкий (ИБФ СО РАН), Доктор Чун-Юнг Чен, Тайвань.
Сконструированы три мутантных варианта люциферазы Renilla muelleri. Мутантные люциферазы экспрессированы в клетках E. coli и получены в количествах достаточных для проведения первоначального скрининга условий кристаллизации. Для первоначального скрининга условий были использованы растворы, приготовленные из коммерчески доступных растворов для кристаллизации: Crystal Screen, MemFac, PEG Ion, Index, Crystal Screen Cryo, Crystal Screen II (Hampton Research), Wizard I & II (Dedode Genetics). Получены кристаллы для дикого варианта люциферазы Renilla muelleri.

5. Хоздоговор с фирмой Bayer Healthcare AG “Identification of bioluminescent technologies for in vivo imaging and assays development in target validation and screening” («Тестирование биолюминесцентных технологий для визуализации процессов in vivo и развития методов, позволяющих распознать мишень и провести скрининг»). Зарубежный научный центр: фирма «Байер», г. Вупперталь, Германия. Координаторы работ: к.б.н. Е.С. Высоцкий (ИБФ СО РАН), Доктор Стефан Гольц, Германия. Даты начала и окончания проекта: октябрь 2007г.– сентябрь 2009г.

Получены конструкции с фрагментами люциферазы Metridia longa для их экспрессии в эукариотических клетках.

6. Хоздоговор с фирмой Cardiogenics Inc. "Investigation of adaptability of Ca2+-regulated photoprotein obelin as a bioluminescent probe for immunoassays” («Исследование возможности использования в иммуноанализе Ca2+-регулируемого фотопротеина обелина в качестве биолюминесцентной метки»). Зарубежный научный центр: фирма «Кардиодженикс», г. Миссисауга, Канада. Координаторы работ: к.б.н. Е.С. Высоцкий (ИБФ СО РАН), Доктор Яхиа Гавад, Канада. Даты начала и окончания проекта: июль 2007 г. – июнь 2009 г.

Получены образцы обелина для применения в иммуноанализе.

7. Хоздоговор с фирмой LUX Innovate Ltd. "Development of experimental samples of crude obelin” («Разработка метода получения экспериментальных образцов частично очищенного фотопротеина обелина»). Зарубежный научный центр: фирма «ЛЮКС Инновейт Лтд.», г. Эдинбург, Великобритания. Координаторы работ: к.б.н. Е.С. Высоцкий (ИБФ СО РАН), Доктор Эмма Перфект, Великобритания. Даты начала и окончания проекта: июль 2008 г. – июль 2009 г.

Получены образцы телец включения, содержащих апообелин.

8. Хоздоговор с фирмой LUMINOS LLC "Investigation of adaptability of Ca2+-regulated photoprotein obelin as a bioluminescent probe for immunoassays of low molecular weight antigens” («Исследование возможности использования кальций-зависимого фотопротеина обелина в качестве метки в иммуноанализе антигенов низкой молекулярной массы»). Зарубежный научный центр: ф. «ЛЮМИНОС ЛЛС», г. Энн Арбор, шт. Мичиган, США. Координаторы работ: к.б.н. Е.С. Высоцкий (ИБФ СО РАН), Доктор Рассел Харт, США. Даты начала и окончания проекта: сентябрь 2008 г. – май 2010 г.

Получены образцы обелина для применения в иммуноанализе низкомолекулярных аналитов.

9. Международный проект  Российско-Вьетнамского Тропического научно-исследовательского и технологического центра по теме «Эколан» Т-1.8 «Исследование закономерностей  деградации биопластиков (аналога синтетических пластмасс) в прибрежных водах Вьетнама». Научный центр: российско-Вьетнамский Тропический научно-исследовательский и технологический центр.  Координаторы работа: академик Гительзон И.И. (ИБФ СО РАН, Красноярск, Россия), Буй Ба Суан (Вьетнам). Даты начала и окончания проекта: январь – декабрь 2009.
Целью исследования, было изучение способности морской среды к самоочищению по отношению к биоразрушаемым полимерам (ПГА). Регистрация показателей массы образцов в динамике, которые экспонировались  на морском испытательном стенде в б. Дан Бай (Вьетнам)  в течение 140 суток показала, что процесс биоразрушения образцов всех типов имел место. Наиболее активно разрушались пленки, изготовленные как из гомополимера гидроксимасляной кислоты (ПГБ), так и сополимера гидроксибутирата с гидроксивалератом (ПГБ/ПГВ). Пленочные образцы из ПГБ разрушились за означенный период времени  на 71,5%, из ПГБ/ПГВ на 57,53%. Объемные прессованные матриксы разрушались медленнее. За аналогичный период экспонирования в морской среде эти образцы  разрушились на 36,5 (ПГБ) и 13,3% (ПГБ/ПГВ). Анализ рентген-спектров образцов, извлеченных из морской воды через 140 суток, не выявил изменения степени кристалличности полимера во всех вариантах исследованных образцов. Видимо, в процессе биодеградации ПГА происходило разрушение (вымывание) обоих фаз, как аморфной, так и кристаллической, в результате интегральный показатель состояния структуры полимера (степень кристалличности)  не изменился. Выявлено, что в процессе биоразрушения ПГА в морской среде на фоне уменьшения массы полимерных изделий происходит вымывание (выщелачивание) низкомолекулярных фрагментов, в результате этого снижается полидисперсия у обоих типов ПГА и значительно возрастает показатель Mw. Степень кристалличности материала при этом остается неизменной, то есть аморфная и кристаллическая фазы полимера подвергаются разрушению  в одинаковой мере. 
10. Проект INTAS 05 1000008-8010. Координаторы проекта:  профессор университета им. Б. Паскаля Ж.-Б. Гро (Франция), д.б.н., профессор А.А. Тихомиров (ИБФ СО РАН). Даты начала и окончания проекта: 2006 г. – 2009 г.

В рамках сотрудничества с Европейским Космическим Агентством (ЕКА) и университетом им. Б. Паскаля (Франция) в истекшем году успешно завершен совместный с ИБФ СО РАН и  Институтом физиологии растений РАН проект INTAS № 05-1000008-8010 по включению NaCl во внутрисистемный массообмен и включению продуктов физико-химической переработки экзометаболитов человека в питательный раствор высших растений с перспективой их будущего применения в модернизированной системе БИОС-3.
4.3. Зарубежные командировки сотрудников Института
За отчетный период сотрудники  Института принимали участие в международных конференциях и совместных работах с зарубежными коллегами. Ниже приводится список сотрудников, выезжавших в зарубежные командировки:

БОЛСУНОВСКИЙ А.Я. (1953 г.р.), зав. лаб., д.б.н.:

          - Италия, г. Рим (9-18 мая), Международная конференция по реабилитации загрязненных районов.

- Финляндия, г. Турку (1-9 сентября), Финско-российский симпозиум по радиохимии и радиоэкологии.

БОНДАРЕВА Л.Г. (1965 г.р.), к.х.н., с.н.с.:

- Швеция, г. Стокгольм (13-20 июня), Международная конференция «Химия и окружающая среда».

ВЫСОЦКИЙ Е.С. (1952 г.р.), зав. лаб., к.б.н.:

- КНР, г. Пекин, (6-14 апреля), обсуждение совместных исследований по теме «Структурный и функциональный анализ фотопротеинов» в Институте биофизики Китайской академии наук.

- Германия, г. Дюссельдорф (17-24 июня), 15 Международный конгресс по фотобиологии. 

ГИТЕЛЬЗОН И.И. (1928 г.р.), академик РАН, советник РАН:

- Вьетнам, г.г. Хошимин, Нячанг, о. Фукуок (26 февраля- 26 марта), 

1. работа по Российско-вьетнамскому гранту 08-04-90307 Вьет_а, 

2.работа по международному проекту Российско-Вьетнамского Тропического научно-исследовательского и технологического центра по теме  «Эколан» Т- 1.8 «Исследование закономерностей  деградации  биопластиков (аналога синтетических пластмасс) в прибрежных водах Вьетнама»
ГОРЕВА А.В. (1984 г.р.), аспирант:

- Швейцария, г. Лозанна (7-11 сентября), 22 Международная конференция по биоматериалам. 

ЕРЕМЕЕВА Е.В. (1983 г.р.), м.н.с.:

- КНР, г. Пекин, (25 апреля-11 июня), совместные работы по кристаллизации апообелина в Институте биофизики Китайской академии наук.

ЕСИМБЕКОВА Е.Н. (1969 г.р.), к.б.н., н.с.:

- Испания, г. Барселона (6-18 сентября), а) 14 Европейский конгресс по биотехнологии, б) посещение Центра геномной регуляции Университета Помпей Фабра.

ЖИЛА Н.О. (1976 г.р.), к.б.н., н.с.:

- Испания, г. Барселона (11-21 сентября), 14 Европейский конгресс по биотехнологии.

ЗОТИНА Т.А. (1972 г.р.), к.б.н., с.н.с.:

- Мексика, г. Чиуауа (10-22 июля), 10 Международная конференция по биогеохимии трасерных элементов.

МАНУКОВСКИЙ Н.С. (1949 г.р.), с.н.с., к.б.н.:

- Вьетнам, г.г. Хошимин, Нячанг, о. Фукуок (26 февраля- 26 марта), совместная работа по Российско- вьетнамскому гранту 08-04-90307 Вьет_а.

СТЕПАНЮК Г.А. (1980 г.р.), к.б.н., н.с.:

-  Тайвань, г. Хсинчу (27 июля- 3 сентября), работа по Тайваньско-Российскому проекту «Пространственные структуры целентеразин-зависимых люцифераз морских светящихся организмов» в Национальном синхротронном исследовательском центре.

ТИТУШИН М.С. (1986 г.р.), аспирант:

-  КНР, г. Пекин (29 июня 2007г.- 30.04.2009г.), совместные работы по кристаллизации белков в Институте биофизики Китайской академии наук.

ТИХОМИРОВ А.А. (1947 г.р.), д.б.н., зав. лаб.:

- Испания, г. Барселона (27 июня- 3 июля), обсуждение планов работ по созданию и запуску установки системы жизнеобеспечения в рамках международного проекта «Мелисса» Европейского Космического Агентства.

ТИХОМИРОВА Н.А. (1982 г.р.), к.б.н., н.с.:

- Испания, г. Барселона (30 января 2009г.- 29 января 2010г.), стажировка в Университете Барселоны в рамках международного проекта «Мелисса» Европейского Космического Агентства. 

ШЕВЫРНОГОВ А.П. (1942 г.р.), д.т.н., зам. директора:

-  Германия, гг. Берлин, Бремен (26 августа- 10 сентября 2009г.), участие в конференции SPIE и совещании по программе Европейского Космического Агентства.

ШИШАЦКАЯ Е.И. (1974 г.р.), с.н.с., к.м.н.:

- Швейцария, г. Лозанна (7-11 сентября), 22 Международная конференция по биоматериалам.

4.4. Посещение Института зарубежными учеными

С 28 января по 1 февраля 2009 года проведено научное совещание по отчету Института биофизики СО РАН за годичный срок (2008 г.) работы в рамках совместного гранта INTAS № 05-1000008-8010 “Развитие научных основ и технологий для экспериментальной модели высокозамкнутой биорегенеративной системы жизнеобеспечения, включающей человеческие отходы» с участием ученых: 

- ГРО Жан-Бернар – координатор работ по совместному гранту, профессор университета им. Б. Паскаля, г. Клермон-Ферранд, Франция;

- ЛАССЕР Кристоф – главный менеджер программы «МЕЛИССА» Европейского Космического Агентства, г. Нордвик, Нидерланды; 

С 1 по 6 октября 2009 года проведено знакомство с работами по радиоэкологии Енисея, Российским методам отбора проб окружающей среды и обсуждение программы совместных работ с участием ученых:

- САЛБУ Брит – профессор, зав. лабораторией радиохимии Норвежского университета наук о жизни, г. Аас, Норвегия;

-  ЛИНД Оле – ассистент профессора Норвежского университета наук о жизни, г. Аас, Норвегия;

-  ВЕНДЕЛ Като – аспирант Норвежского университета наук о жизни, г. Аас, Норвегия.

С 9 октября по 26 ноября 2009 года проведена совместная работа по гранту РФФИ 08-04-90307-Вьет_а «Исследование механизмов биолюминесценции грибов на основе определения генетических детерминант (lux-генов) биолюминесценции грибов, выделение компонентов биолюминесцентной системы и веществ с противоопухолевым действием (иллудин и лектин с N-ацетил-D-галактозаминной специфичностью) из люминесцентного гриба Omphalotus af. Illudent» с директором компании «BIO-LUMI Co., Ltd» (г. Хошимин, Вьетнам) ДАО Тхи Ван.

5. НАУЧНО-ОРГАНИЗАЦИОННАЯ ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ

Работа Ученого совета Института 


За отчетный период состоялось 11 заседаний Ученого совета, на которых обсуждались вопросы научной и научно-организационной деятельности Института, включая утверждение и принятие планов и отчетов НИР; планов проведения экспедиционных исследований, работ по ФЦП «Интеграция» и исследований, поддержанных грантами научных фондов. Заслушивались и обсуждались научные сообщения и научные доклады; отчеты о научных командировках; вопросы подготовки кадров; участия Института в конкурсах фундаментальных работ СО РАН и РАН; информация  о финансировании и перспективах Института и др.

Работа диссертационного совета

В отчетном году функционировал диссертационный совет Д 003.007.01; проведены защиты 3-х докторских и 3-х кандидатских диссертаций. 

Научные кадры и аспирантура. 


Численность Института биофизики по состоянию на 01.12.09 года составила 180 человек, из них научных работников - 72, в том числе 1 академик, 1 член-корреспондент РАН, 14 докторов наук и 49 кандидатов наук, штатных молодых сотрудников в возрасте до 33 лет – 20 человек.

В очной аспирантуре обучается 15 аспирантов, в заочной - 3. В 2009 году принято в очную аспирантуру 5 человек. Окончили аспирантуру 6 человек, из них 4- с представлением диссертационной работы, 2- без представления. 

Список сотрудников института, удостоенных в 2009г. правительственных и научных наград и премий.

1. Премия Президента РФ в области науки и инноваций для молодых ученых за 2009 год присуждена с.н.с. Шишацкой Е.И. (Указ Президента РФ
2. Национальная стипендия Л’Ореаль– ЮНЕСКО для молодых российских женщин-ученых за 2009г. присуждена к.м.н., с.н.с. Шишацкой Е.И.

3. Профессорская премия главы города Красноярска 2009г. присуждена зам. директора ИБФ СО РАН, д.б.н. Гладышеву М.И.

6. СВЕДЕНИЯ О ПУБЛИКАЦИЯХ ИБФ СО РАН за 2009 г.

Общая информация

Общее число:

Монографий - 3
Статьей в рецензируемых отечественных журналах - 41

Статьей в рецензируемых зарубежных журналах - 23
Докладов в зарубежных сборниках - 5

Статьей и докладов в отечественных сборниках – 16

Импакт-фактор ИБФ СО РАН за 2009 г.
	Журнал 
	Импакт
	количество
	сумма

	Авиакосмическая и экологическая медицина
	0
	3
	0

	Агрохимия
	0
	1
	0

	Биофизика
	0
	1
	0

	Биохимия
	1,038
	1
	1,038

	Бюлл. эксперим. биологии и медицины
	0,258
	1
	0,258

	Вестник КрасГАУ
	0
	1
	0

	Водные ресурсы
	0
	1
	0

	Доклады АН
	0
	3
	0

	Журнал общей биологии
	0,262
	1
	0,262

	Журнал СФУ. Биология
	0
	6
	0

	Журнал СФУ. Химия
	0
	4
	0

	Журнал СФУ. Техника и технологии
	0
	1
	0

	Искусственный интеллект
	0
	2
	0

	Исследование Земли из космоса
	0
	1
	0

	Клеточн. трансплантология и тканевая инженерия
	0
	1
	0

	Масличные культуры
	0
	1
	0

	Перспективные материалы
	0
	1
	0

	Пластические массы
	0
	1
	0

	Почвоведение
	0,149
	1
	0,149

	Прикладная биохимия и микробиология
	0,522
	2
	1,044

	Радиационная биология. Радиоэкология
	0
	1
	0

	Радиология, диагностика и интервенция
	0
	1
	0

	Сибирский экологический журнал
	0
	1
	0

	Физиология растений
	0,518
	2
	1,036

	Advances in Space Research
	0,86
	4
	3,44

	Aquatic Ecology
	1,105
	1
	1,105

	Biochemistry
	3,379
	1
	3,379

	Biophys. Chem.
	2,362
	1
	2,362

	Chemosphere
	3,054
	1
	3,054

	Diamond and Related Materials
	2,092
	1
	2,092

	European J. Natural History
	0
	1
	0

	FEBS Lett.
	3,264
	1
	3,264

	Food Chemistry
	2,696
	1
	2,696

	Int. J. Food Sci. Nutrition
	0,910
	1
	0,910

	J. Molecular Structure
	1,594
	1
	1,594

	New biotechnology
	0
	3
	0

	Proteins 
	3,419
	1
	3,419

	Radioprotection
	0
	4
	0

	Итого
	61
	31,102


Количество научных сотрудников - 72

Средний импакт-фактор на научного сотрудника – 0,43

Количество статей на научного сотрудника – 0,85

Полный список публикаций за 2009 год.

Монографии и учебные пособия
Отечественные

Шишацкий О.Н., Хлебопрос Р.Г., Волова Т.Г. Анализ рынка биопластиков и перспективы его развития // Красноярск: «ДарМа-печать». 2009. 60 с.
Зарубежные


Volova T.G. Hydrogen-Based Biosynthesis. Nova Science Pub.Inc. NY, USA. 2009. 287p.

Статьи в рецензируемых отечественных журналах

1. Анищенко О.В., Гладышев М.И., Кравчук Е.С., Сущик Н.Н., Грибовская И.В. Распределение и миграция металлов в трофических цепях экосистемы реки Енисей в районе г. Красноярска // Водные ресурсы. 2009. Т. 36, № 5. С. 623-632.

2. Басканова Т.Ф., Ланкин Ю.П., Комиссаров С.В. Иерархические нейронные сети, как средство решения трудноформализуемых задач искусственного интеллекта // Искусственный интеллект. 2009. № 1. С. 100-111. 

3. Басканова Т.Ф., Ланкин Ю.П. Нейросетевой анализ непрерывных потоков нестационарных данных // Искусственный интеллект. 2009. № 4. С. 483-489. 

4. Бондарева Л.Г., Помозова Н.В. Изучение влияния различных типов тушения на эффективность измерений трития в объектах окружающей среды. // Ж. Сибирского федерального университета. Химия, 2009. Т. 2, № 1. С. 56-60.

5. Бондарева Л.Г., Калякина О.П., Маркова Ю.Ю. Изучение состава гуматно-фульватного комплекса донных отложений реки Енисей в ближней зоне влияния горно-химического комбината Росатома // Ж. Сибирского федерального университета. Химия, 2009. Т. 2, № 2. С. 178-186.

6. Войнова О. Н, Калачева Г. С., Гродницкая И. Д., Волова Т. Г. Микробные полиэфиры в качестве резорбируемого матрикса для депонирования пестицидов // Прикладная биохимия и микробиология. 2009. Т. 45, № 4. С. 427-431.    

7. Волова Т.Г., Протопопов А.В., Шишацкая Е.И., Коков Л.С., Кочкина Т.А., Константинов Е.П., Ефремов С.Н., Болот А.И. Применение полимерного покрытия для модификации поверхности металлического внутрисосудистого стента // Радиология, диагностика и интервенция. 2007. Т. 1, № 1. С. 101-111.

8. ВоловаТ.Г., Шишацкая Е.И., Миронов П.В.  Свойства композитов резорбируемого  полиэфира «Биопластотан» с волластонитом и гидроксиапатитом // Пластические массы. 2008. № 12. С. 41-43.

9. Волова Т.Г., Шишацкая Е.И., Миронов П.В., Горева А.В. Структура и физико-химические свойства гибридного композита полигидроксибутират/волластонит // Перспективные материалы. 2009. № 1. С. 43-50.

10. Гладышев М.И., Сущик Н.Н., Махутова О.Н., Калачёва Г.С., Колмакова А.А., Кравчук Е.С., Дубовская О.П. Эффективность передачи незаменимых полиненасыщенных жирных кислот по трофическим цепям водных экосистем // Доклады АН. 2009. Т. 426, № 4. С. 549-551.
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7. ИНФОРМАЦИЯ О НАУЧНОМ СОТРУДНИЧЕСТВЕ С ВУЗАМИ  И РАБОТЕ УЧЕБНО-НАУЧНЫХ ЦЕНТРОВ 
	Наличие 
	Количество 
	Название вуза

	факультета, для которого институт является базовым
	1
	Сибирский федеральный университет (СФУ)

	филиала вуза в институте
	
	

	учебно-научного центра по подготовке высококвалифицированных специалистов
	
	

	совместных кафедр с вузами
	3
	СФУ

	совместных лабораторий с вузами
	
	

	совместной научной инфраструктуры: экспериментальных стендов, полигонов, информационно-коммуникационных сетей и т.д.
	1
	СФУ

	других образовательных учреждений, созданных с участием научных учреждений СО РАН (указать вид учреждения)
	
	


Перечень проектов, выполняемых совместно с вузами в рамках ФЦП

	Название проекта
	Вид (направление) конкурса
	Вуз
	Сумма финансирования (если институт головной по проекту)

	1. Фундаментальные основы конструирования полимерных микро- и наноносителей биологически активных соединений.

2. Моделирование процессов функционирования сопряженных ферментативных систем в клетке на примере ферментов светящихся бактерий.
	Аналитическая ведомственная целевая программа «Развитие научного потенциала высшей школы (2009-2010 годы)


	СФУ
	


Число студентов 3-5 курсов и (отдельно) магистрантов обучающихся на совместных кафедрах - 160 (50)
Число студентов, выполняющих дипломные работы или магистерские диссертации непосредственно в Институте под руководством научных сотрудников - 30

	Сколько научных сотрудников участвуют в работе со студентами, магистрантами и аспирантами:

-  преподают в вузах

-  руководят дипломными проектами,

   магистерскими диссертациями

-  руководят аспирантами
	Общее число
	Доктора наук
	Кандидаты наук

	
	23

25

5

14
	11

8

3

7
	12

17

2

7


Приложение 1
Табл. 1 

Сведения о выполнении научно-исследовательских работ отделениями РАН по областям и направлениям науки и региональными отделениями РАН в 2009 году

	Номер направления исследований Программы фундаментальных научных исследований государственных академий наук на 2008-2012 годы
	Наименование направления фундаментальных исследований (по Программе)
	Наименование программ фундаментальных исследований СО РАН
	Институты-исполнители
	Результаты (в привязке к ожидаемым результатам по Программе)

	43
	Экология организмов и сообществ
	Пространственно-временная организация и функционирование экосистем Сибири
	Институт биофизики СО РАН
	Впервые выполнена оценка роли индивидуальных миграций зоопланктона в замыкании цикла биогенных элементов в стратифицированном водоеме на примере озера Шира. Восходящий поток биогенных элементов, генерируемый индивидуальными миграциями зоопланктона, составляет примерно 10% от потока теряемого пелагической системы в результате оседания в аноксигенный гиполимнион.
Впервые оценены экологические последствия одновременной передачи по трофической водной цепи полезных и вредных для человека химических веществ. Выведена формула для количественной оценки соотношения риск/польза (Р/П) при потреблении человеком продукта, содержащего незаменимые полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК) и тяжёлые металлы

	46
	Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов.


	Супрамолекулярные комплексы нуклеиновых кислот и ферментов.
	Институт биофизики СО РАН
	Клонированы и охарактеризованы гены, кодирующие люциферазу, зеленый флуоресцентный белок и Са2+-зависимый целентеразин-связывающий белок (СВР) и являющиеся необходимыми компонентами биолюминесцентной системы коралла Renilla muelleri. С разрешением 1.7 и 1.8 Å определены кристаллические пространственные структуры СВР, связанного с целентеразином, и апо-СВР, связанного с ионами кальция. Результаты данных фундаментальных исследований являются основой для создания новых биолюминесцентных репортерных систем для визуализации внутриклеточных молекулярных процессов in vivo, которые могут найти применение в клеточной биологии, медицине, биотехнологической и фармакологической промышленности. 

	47
	Молекулярная генетика. Механизмы реализации генетической информации. Биоинженерия.


	Биоинженерия и молекулярно-генетические механизмы реализации генетической информации.
	Институт биофизики СО РАН
	В модельных экспериментах in vitro впервые исследована возможность создания систем адресной доставки веществ на основе модифицированных наноалмазов (МНА). С помощью адсорбции и ковалентной иммобилизации на поверхности МНА маркерных биомолекул (BSAI125, IgGI125, RAM) получены комплексы наноалмаз-маркерный белок. Комплексы обладают стабильностью (десорбции маркеров не наблюдается) и высокой коллоидной устойчивостью в сыворотке крови. Показано, что комплекс RAM-наноалмаз-BSAI125 специфически связывается с антигеном-мишенью (IgGm), иммобилизованным на матрице Sepharose 6В. Полученные результаты открывают новые перспективы применения наноалмазов для конструирования систем адресной доставки веществ in vivo (например, лекарственных препаратов) к биологическим мишеням.

	50
	Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Биоинформатика.


	Молекулярно-генетические, биофизические, экосистемные и биосферные процессы: экспериментально-компьютерные исследования, базы данных и математическое моделирование. 
	Институт биофизики СО РАН
	С помощью экспериментальной миниэкосистемы (МЭС) «Биота» функционирующей в стационарном режиме с высокой степенью замкнутости внутренних круговоротных процессов получено экспериментальное подтверждение интенсификации процессов окисления органического вещества в замкнутых экологических системах при повышении глобальной температуры. 

	51
	Биотехнология.


	Механизмы реорганизации геномов и технологии получения организмов-продуцентов белков и полимеров медицинского назначения.
	Институт биофизики СО РАН
	В первые в качестве потенциальных продуцентов биоразрушаемых полимеров исследованы светящиеся бактерии из коллекции Института. Способность к синтезу ПГА обнаружена у большинства исследованных штаммов. Среди исследованных микроорганизмов наиболее значительные количества полимеров синтезировали штаммы Ph. leiognathi (до 71% от биомассы). Выявлены продуценты гетерогенных ПГА, включающих, помимо гидроксибутирата, также гидроксивалерат и гидроксигексаноат. 8 штаммов светящихся бактерий рекомендованы в качестве новых эффективных продуцентов ПГА.
С целью расширения спектра биоразрушаемых полигидроксиалканоатов (ПГА) с использованием метаболической регуляции биосинтеза клеточных макромолекул при ингибировании пути бета-окисления впервые синтезировано семейство многокомпонентных ПГА природными штаммами Ralstonia, содержащих, помимо гидрокибутирата и гидроксивлаерата в качестве макровключений (до 50 мол.%) мономеры гидроксигексаноата. Разработанные из ПГА экспериментальные модели трубчатых эндопротезов и противоспаечных барьерных мембран допущены к клиническим испытаниям для эндобилиарной хирургии на базе кафедры общей хирургии Красноярского государственного медицинского университета им. проф. Войно-Ясенецкого.

	53
	Эволюционная, экологическая физиология, системы жизнеобеспечения и защиты человека. 


	Генетическая эпидемиология болезней человека, экспериментальное и теоретическое моделирование биосистем.
	Институт биофизики СО РАН
	Для условий биорегенеративных замкнутых экосистем (БЗЭС) зарегистрирован пониженный уровень светового насыщения фотосинтетической продуктивности как С3 (пшеница и редис), так и С4-растений (чуфа), культивируемых на почвоподобном субстрате (ППС), Эффект обусловлен ограничением скоростей преобразования в ППС из иммобилизованных форм N, P и Ca в доступные для питания растений формы, что лимитирует увеличение синтеза ассимилянтов с ростом уровня облученности. Полученные результаты выявили принципиальные ограничения использования почвоподобных субстратов для БЗЭС.


Табл.2
Индикаторы эффективности реализации Программы
	Индикатор
	Единица измерения
	2009 год

	
	
	План
	Фактическое исполнение

	Рост количества публикаций по результатам исследований, полученных в процессе реализации Программы (процентов публикаций, к 2006 году)
	%
	5
	5

	Количество базовых кафедр, созданных в институтах Российской академии наук в интеграции с вузами
	Ед.
	0
	0

	Количество учебно-научных центров, функционирующих в институтах Российской академии наук
	Ед.
	0
	0


Таблица 3

Исследования, проводимые в рамках Программы фундаментальных научных исследований государственных академий наук на 2008-2012 годы

	Отделение РАН
	Номер направления научных исследований Программы фундаментальных научных исследований государственных академий наук на 2008-2012 годы
	Наименование направления фундаментальных исследований (по Программе)
	Количество программ фундаментальных исследований СО РАН
	Разделы финансирования

	
	
	
	
	Исследования, проводимые в рамках Программы фундаменталь-ных научных исследований государственных академий наук на 2008-2012 годы. 

Проекты в рамках фундаментальных Программ Президиума РАН
	Проекты в рамках фундаментальных Программ отделений РАН
	Проекты в рамках базового финансирования
	Проекты в рамках интеграционных программ СО РАН

	
	
	
	Общее количество
	Законченные
	Общее количество
	Законченные
	Общее количество
	Законченные
	Общее количество
	Законченные
	Общее количество
	Законченные

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	Биологических наук
	43
	Экология организмов и сообществ
	4
	1
	3
	
	
	
	1
	1
	3
	

	Биологических наук
	46
	Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов.
	2
	1
	1
	
	
	
	1
	1
	1
	

	Биологических наук
	47
	Молекулярная генетика. Механизмы реализации генетической информации. Биоинженерия.
	2
	1
	1
	
	
	
	1
	1
	1
	

	Биологических наук
	50
	Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Биоинформатика.
	2
	1
	1
	
	
	
	1
	1
	1
	

	Биологических наук
	51
	Биотехнология.
	2
	1
	1
	
	
	
	1
	1
	2
	

	Биологических наук
	53
	Эволюционная, экологическая физиология, системы жизнеобеспечения и защиты человека. 
	1
	1
	
	
	
	
	1
	1
	1
	


Таблица 4

Исследования, проводимые по научным направлениям Программы фундаментальных научных исследований государственных академий наук на 2008-2012 годы за счет внебюджетных источников

	Отделение РАН
	Номер направления научных исследований Программы фундаментальных научных исследований государственных академий наук на 2008-2012 годы
	Наименование направления фундаментальных исследований 

(по Программе)
	Количество тем фундаментальных исследований
	Внебюджетные источники

	
	
	
	
	Гранты РФФИ и РГНФ
	Зарубежные гранты
	Государственные контракты
	Контракты с российскими заказчиками
	Международные проекты и соглашения с зарубежными партнерами

	
	
	
	Общее коли-чество
	Закон-ченные
	Общее коли-чество
	Закон-ченные
	Общее коли-чество
	Закон-ченные
	Общее коли-чество
	Закон-ченные
	Общее коли-чество
	Закон-ченные
	Общее коли-чество
	Закон-ченные

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	Биологических наук
	43
	Экология организмов и сообществ
	4
	1
	17
	2
	
	
	
	
	
	
	1
	1

	Биологических наук
	46
	Структура и функции биомолекул и надмолекулярных комплексов.
	2
	1
	8
	1
	
	
	1
	1
	
	
	4
	

	Биологических наук
	47
	Молекулярная генетика. Механизмы реализации генетической информации. Биоинженерия.
	2
	1
	2
	2
	2
	1
	
	
	
	
	
	

	Биологических наук
	50
	Биофизика. Радиобиология. Математические модели в биологии. Биоинформатика.
	2
	1
	3
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	Биологических наук
	51
	Биотехнология
	2
	1
	2
	2
	
	
	
	
	
	
	1
	

	Биологических наук
	53
	Эволюционная, экологическая физиология, системы жизнеобеспечения и защиты человека.
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	
	
	
	
	1
	1


 Приложение 2
СВЕДЕНИЯ

о создании, правовой охране и реализации

объектов интеллектуальной собственности в 2009 г.

в Институте биофизики Сибирского отделения РАН (г.Красноярск)

	№ п/п
	Показатели
	Объекты интеллектуальной собственности

	
	
	Изобретения
	Полезные модели
	Промышленные образцы
	Селекционные достижения
	Товарные знаки
	Программы для ЭВМ
	Базы данных
	Топологии интеграль-ных микросхем
	Ноу-хау

	1
	Подано заявок в РФ*
	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	Получено положительных решений по заявкам на выдачу охранных документов РФ* или свидетельств о регистрации
	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	Получено охранных документов (свидетельств о регистрации) в РФ*, в том числе в рамках выполнения НИОКР по государственным контрактам 
	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	Прекращено действие охранных документов в РФ*
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	Количество охранных документов, действующих в РФ*
	7
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	Подано заявок за рубежом

- в том числе в странах СНГ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	Получено охранных документов за рубежом

- в том числе в странах СНГ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	8
	Прекращено действие охранных документов за рубежом

- в том числе в странах СНГ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9
	Количество охранных документов, действующих за рубежом

- в том числе в странах СНГ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	10
	Продано лицензий в РФ***
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	11
	Продано лицензий за границу***
- в том числе в страны СНГ***
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	12
	Заключено договоров об отчуждении исключительного права***
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	13
	Численность патентной службы***
	1


Малышевская И.И.
ведущий инженер-патентовед
(подпись)

	Сведения о патентном подразделении

	

	Название патентной службы
	

	Фамилия, имя, отчество руководителя
	Малышевская Ирина Ивановна

	Телефон
	(391) 243-15-79

	Электронная почта
	ibp@ibp.ru

	Сотрудники:

	Фамилия, имя, отчество
	

	Телефон
	

	Электронная почта
	

	Фамилия, имя, отчество
	

	Телефон
	

	Электронная почта
	

	Фамилия, имя, отчество
	

	Телефон
	

	Электронная почта
	

	Фамилия, имя, отчество
	

	Телефон
	

	Электронная почта
	


Малышевская И.И.
ведущий инженер-патентовед
(подпись)

Приложение 3 

Форма 1

Сведения о деятельности коммерческих и других организаций,

в число учредителей которых входит Институт биофизики СО РАН
	№№

п/п
	Название организации с указанием организационно-правовой формы,

дата учреждения
	Учредители

(указать всех учредителей, включая физических лиц), процентная доля участия учредителей
	Почтовый адрес организации,

ф.и.о. и телефон руководителя
	Числен-ность (чел.)

штатная / внештатная
	Продукция

(специализа-ция)
	Взаимоотношения между организацией и институтом-учредителем (аренда производствен-ных площадей, аренда производственных мощ-ностей, привлечение к работе сотрудников института и др.)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	
	-
	-
	-
	-
	-
	-


Директор Института





А.Г. Дегерменджи

Ученый секретарь Института 



Е.С. Задереев

Форма 2

Сведения о коммерческих и других организациях, работающих на базе научно-технического задела Института биофизики СО РАН
	№№

п/п
	Название организации
	Почтовый адрес организации,

ф.и.о. и телефон руководителя
	Продукция (специализация)
	Институт-разработчик с указанием названия разработки
	Форма участия института (ли-цензионное соглашение, передача ноу-хау, совместное производ-ство и другие оформленные договором отношения)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	-
	-
	-
	-
	-


Директор Института





А.Г. Дегерменджи

Ученый секретарь Института 



Е.С. Задереев
Приложение 5 

Форма НОУ-1  

Отчет об участии  Института биофизики СО РАН   в реализации федеральных

целевых, ведомственных и региональных программ в 2009 году

	№№
п/п
	Вид про​грам​мы
	Индекс ФЦП *
	Наименование программы, подпрограммы, проекта (дата, № утверждающего документа, срок действия)
	Заказчик
	Головной исполнитель
	Объем работ (тыс. руб.)
	Перечень соисполнителей по проекту с указанием объема работ (тыс.руб.)
	Примечание

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	1.
	1 
	5.3.

 
	Федеральная целевая программа «Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития научно-технического комплекса России на 2007 - 2012 годы»
	Федеральное агентство по науке и инновациям 
	Институт биофизики СО РАН
	7800
	нет 
	Проведены работы по созданию научно-технической платформы для разработки биолюминесцентных технологий визуализации in vivo молекулярных процессов в клетках и целых организмах для применения в биологии, медицине и фармацевтической промышленности 

	1.1.
	 
	 
	Подпрограмма

«Проведение проблемно-ориентированных поисковых исследований и создание научно-технического задела по технологиям в области живых систем»
	 
	 
	 
	 
	 

	1.1.1.
	 
	 
	Проект

«Биолюминесцент-ные методы визуализации in vivo
молекулярных процессов в клетках и целых организмах», ГК от 23.06. 2008г. № 02.512.12.2006, период выполнения контракта с 23 июня 2008 г. по 30 ноября 2009 г.
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	Итого по Программе
	 
	 
	 
	 
	 


Руководитель научной организации РАН_________________Директор Института биофизики СО РАН, член.-корр.РАН  А.Г. Дегерменджи

Главный бухгалтер научной организации РАН____________________________________З.Я. Галямина

Ученый секретарь научной организации РАН____________________________к.б.н. Е.С. Задереев

Форма НОУ-2 

Сведения об участии 
Института биофизики СО РАН 
в реализации федеральных целевых, ведомственных и региональных программ в 2009 году

1. Наименование программы:

Федеральная целевая программа «Исследования и разработки по приоритетным направлениям развития научно-технического комплекса России на 2007 - 2012 годы»
2. Заказчик программы:

Федеральное агентство по науке и инновациям 

3. Наименование подпрограммы:

«Проведение проблемно-ориентированных поисковых исследований и создание научно-технического задела по технологиям в области живых систем»

4. Наименование проектов: 

Биолюминесцент-ные методы визуализации in vivo молекулярных процессов в клетках и целых организмах», ГК от 23.06. 2008г. № 02.512.12.2006, период выполнения контракта с 23 июня 2008 г. по 30 ноября 2009 г.

5. Основные результаты законченных этапов работы 

Проведены работы по созданию научно-технической платформы для разработки биолюминесцентных технологий визуализации in vivo молекулярных процессов в клетках и целых организмах для применения в биологии, медицине и фармацевтической промышленности

Директор ИБФ СО РАН





А.Г.Дегерменджи

Ученый секретарь ИБФ СО РАН




Е.С. Задереев

Электронно-микроскопические фотографии клеток Photobacterium leiognathi: �А – с большим содержанием ПГА; �Б – с малым содержанием ПГА. 





Динамика периодической культуры Vibrio harveyi 1175: урожай (1), свечение (2), накопление полимера (3). 
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Рис. 1. Сезонная динамика содержания эйкозапентаеновой кислоты во фракции фитопланктона (сестона) (а), во фракции зоопланктона (б) и в биомассе карася (в) в водохранилище на р. Бугач, 2007 г.
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