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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

АПС	Антиоксидантно-прооксидантний статус
АФК	Активні форми кисню
ВМ	Важкі метали
ГДК	Гранично-допустима концентрація
ГТ	Глутамілтрансфераза
ЗЗЗ	Залізозв’язувальна здатність
ІАА	Індекс антиоксидантної активності
КАТ	Каталаза
КАС	Коефіцієнт антиоксидантного стану
МДА	Малоновий диальдегід
МСМ	Молекули середньої маси
ОМБ	Окисні модифікації білків
ПОЛ	Пероксидне окиснення ліпідів
РІ GSH	Редокс-індекс глутатіону
СОД	Супероксиддисмутаза
ТБК	Тіобарбітурова кислота
ТБК-АП	ТБК-активні продукти
GSH	Глутатіон відновлений
GSSG	Глутатіон окиснений
NADH	Нікотинаміддинуклеотид відновлений
NADPH	Нікотинаміддинуклеотидфосфат відновлений

 
ВСТУП

Актуальність теми. Водні екосистеми піддаються постійному впливу різноманітних факторів зовнішнього середовища відомого та невстановленого походження. Ці фактори змінюються в часі та в просторі та діють, як правило, у суміші, що ускладнює інтерпретацію і оцінку стресорної відповіді організму [96, 250]. Тому визначення вмісту конкретних забруднювачів як у водному оточенні, так і в організмі недостатнє для прогнозу токсичності середовища для біоти [182, 215]. У зв’язку з цим, пошуку адекватних біомаркерів ефекту і експозиції гідробіонтів надається дедалі більше уваги в моніторингу стану водойм. При цьому до найбільш перспективних відносять біохімічні маркери [5, 11, 79, 157]. 
Особливу увагу при виборі тканин для пошуку біомаркерів приділяють печінці (гепатопанкреасу) − одному з найбільших залозистих утворень, що бере участь в біосинтетичних, депонуючих, секреторних, екскреторних та детоксикаційних процесах в організмі [19, 54, 88]. При порівнянні різних тканин гідробіонтів встановлено, що саме печінка є найбільш чутливим органом до стресорних умов [167, 187]. Досить детально досліджені показники системи енергетичного та азотистого обміну [3, 23, 39], антиоксидантного захисту [43, 168, 178], металодепонуючих білків металотіонеїнів [64, 158] в печінці прісноводних риб за дії несприятливих чинників середовища. Проте, здебільшого ці дослідження виконані за дії концентрацій токсикантів, що у десятки разів перевищують їх екологічно реальний вміст у водоймах. Порівняльний аналіз фізіологічної ролі печінки в регуляції метаболізму та антистресорній відповіді у тварин, які знаходяться на різних рівнях філогенетичного розвитку, майже відсутній [20, 55, 90, 155, 250]. Крім того, виведення загальних алгоритмів мультимаркерного підходу, необхідного для адекватної оцінки ступеню ураження організму [204], потребує доповнення і співставлення характеристик системи антиоксидантного захисту та гострофазної відповіді із показниками, які можуть бути використані для експрес-аналізу стану організму, зокрема таких, які використовуються у клінічній практиці для визначення гепатотоксичності, а в біомоніторингу водойм практично не апробовані [242].
Виходячи з вищесказаного, видається актуальним порівняти стан систем антистресорного захисту в тканині печінки (гепатопанкреасу) у представників прісноводних тварин − коропа (Cyprinus carpio) та рака (Astacus leptodactylus Eschschol)t, які мають важливе промислове значення, є успішними групами тварин, належать до одного біотопа, але філогенетично і за екологічними вимогами віддалені між собою. Нижчі ракоподібні часто використовуються як біоіндикатори і біомонітори в різних водних системах як представники успішної групи тварин, широко розповсюдженої в різних середовищах існування, проте, здебільшого, на рівні параметрів популяцій нижчих ракоподібних, тоді як біохімічний аналіз конкретної тканини з використанням десятиногих ракоподібних практично не реалізується.
В якості модельних забруднювачів були обрані іони важких металів та фенол, які належать до приорітетних забруднювачів водойм .
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконувалась в межах держбюджетної теми кафедри хімії Тернопільського державного педагогічного університету ім. Володимира Гнатюка “Токсикоспецифічні адаптації гідробіонтів та водних екосистем до іонів важких металів та їх регуляція” (№ державної реєстрації 0101UO00303, 2001-2003 рр.), в якій автор досліджував активність системи антиоксидантного захисту, гострофазну відповідь та метаболізм заліза в тканинах коропа і рака за дії іонів важких металів.
Мета і завдання дослідження. Метою роботи було виявити та охарактеризувати деякі біохімічні маркери гепатоцитів, важливі для оцінки впливу на організм прісноводних тварин пошкоджуючих чинників залежно від виду організму, природи і концентрації токсичного чинника.
Завдання:
1. Вивчити вплив іонів міді, цинку, марганцю, свинцю, їх суміші та фенолу протягом 14 діб у підпорогових (0,1 ГДК) концентраціях та (у коропа) у двадцять і п’ятдесять разів вищих (2 ГДК і 5 ГДК) концентраціях іонів металів на стан системи антиоксидантного захисту в гепатоцитах коропа і рака за активністю супероксиддисмутази і каталази та продуктами пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ);
2. Визначити вміст глутатіону в гепатоцитах прісноводних тварин за дії на організм пошкоджуючих чинників.
3. Дослідити залізодепонуючу функцію гепатоцитів коропа і рака та вплив іонів заліза на ПОЛ у коропа залежно від умов інкубації гомогенату (спонтанне ПОЛ, індукція ферментного або неферментного ПОЛ).
4. Визначити вміст молекул середньої маси в гепатоцитах коропа і рака як маркерів гострофазного стану за впливу на організм пошкоджуючих чинників.
5. Визначити клінічні характеристики гепатотоксичності (активність лужної фосфатази, γ-глутамілтранспептидази, вміст магнію і фосфату) в гепатоцитах коропа і рака за впливу на організм пошкоджуючих чинників.
6. Порівняти чутливість та селективність досліджених показників у коропа і рака залежно від природи чинника та (у коропа) його концентрації.
Об’єкт дослідження – вплив пошкоджуючих чинників середовища на біохімічні показники гепатоцитів прісноводних тварин.
Предмет дослідження – активність системи антиоксидантного захисту, залізозалежні процеси пероксидного окиснення ліпідів, показники гострофазної відповіді та гепатотоксичності у коропа та рака за впливу на організм іонів важких металів та фенолу, наявних у водному середовищі.
Методи дослідження − ензиматичні (визначення активності супероксиддисмутази, каталази, лужної фосфатази, γ-глутамілтранспептидази), аналітичної біохімії (визначення вмісту й утворення продуктів пероксидного окиснення ліпідів, вмісту відновленого та окисненого глутатіону, заліза, магнію і фосфату, молекул середньої маси); статистичні (кореляційний, дисперсійний (ANOVA) та факторний (принциповий компонентний, РСА) аналізи).
Наукова новизна одержаних результатів. Диференційовано концентраційно-залежні та специфічні для різних видів прояви дії пошкоджуючих чинників на організм водних тварин. Уперше одержано дані про неспецифічну активацію антистресорних систем в гепатоцитах коропа та їх пригнічення у рака за дії екологічно реальних концентрацій несприятливих чинників на організм. Встановлено вищу толерантність гепатоцитів коропа, ніж рака до дії іонів важких металів і протилежну залежність стосовно дії фенолу. Доведено селективність компенсаторної відповіді за дії сублетальної концентрації чинників та продемонстровано формальну нормалізацію показників антистресорного захисту за перевищення адаптивних можливостей в печінці коропа. Вперше виявлено високу чутливість залізодепонуючої функції гепатоцитів коропа і рака до несприятливих чинників зовнішнього середовища. Запропоновано інтегральний показник стану системи антиоксидантного захисту КАС для оцінки стану гепатоцитів. На підставі Принципового Компонентного Аналізу запропоновано біохімічні критерії оцінки впливу середовища на коропа і рака.
Практичне значення одержаних результатів. Одержані результати про ступінь збалансованості антиоксидантно-прооксидантної системи (АПС) гепатоцитів та редокс-індекс глутатіону можуть бути використані як адекватні критерії оцінки стану функціонально-метаболічної активності організму та для розробки методів оцінки рівня токсичності водного середовища за допомогою біомаркування. Клінічні маркери гепатотоксичності визнані за недоцільні для застосування у біомаркуванні стану водойм. На підставі Принципового Компонентного Аналізу запропоновано біохімічні критерії оцінки впливу середовища на коропа і рака. Результати дослідження є основою до формування вимоги про необхідність порівняння біомаркерів двох віддалених видів тварин за дослідження неідентифікованих джерел забруднення у природному водному середовищі.
Одержані результати і теоретичні узагальнення впроваджені на кафедрі хімії у Тернопільському національному педагогічному університеті імені Володимира Гнатюка при викладанні курсів “Біологічна хімія”, “Екологічна хімія” для студентів та магістрів спеціальностей “хімія, біологія, екологія і географія”, кафедрі біохімії Львівського національного університету імені Івана Франка  при викладанні спецкурсів “Біохімія крові”, “Структурна організація і функції білків”,“Біологічні основи паталогічних процесів”, на кафедрах медичної біохімії та клініко-лабораторної діагностики та фармакології Тернопільського державного університету імені І.Я. Горбачевського при викладанні курсів “Біологічне окиснення. Енергетичний обмін. Субстратне та окисне фосфорилювання”, “Основні принципи терапії гострих отруєнь ліками та отрутами” для студентів медичного, фармацевтичного та стоматологічного факультетів.
Особистий внесок здобувача. Підбір та аналіз літератури, постановка методик дослідження, одержання експериментальних даних, їх оформлення здійснювались автором самостійно. Організація експерименту по впливу важких металів і фенолу на коропа проводилась спільно з іншими співробітниками держбюджетних тем. Планування основних напрямків досліджень, аналіз отриманих даних та їх обговорення проведено спільно з науковим керівником. Друковані роботи підготовлено за безпосередньої участі автора.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації доповідались на VIIІ Українському біохімічному з’їзді, Чернівці, 2002; ІІІ і IV з’їздах гідроекологічного товариства України (Тернопіль, 2001, Карадаг, 2005); Установчому з’їзді Українського товариства клітинної біології, Львів, 2004; конференціях: Міжнародній науково-практичній конференції “Біологічні основи підвищення продуктивності тварин”, присвяченій 40-річчю створення Інституту біології тварин УААН, Львів, 2002; ІІ Львівсько-Люблінській конференції з експериментальної та клінічної біохімії, Люблін, 2002; симпозіумі: “Metals and Genes Symposium”, Кентербері, 2001; Міжнародній науково-практичній конференції “Біологічні основи підвищення продуктивності тварин”, Львів, 2004; VIII Міжнародній науковій екологічній конференції «Актуальні проблеми збереження стійкості живих систем», Бєлгород, 2004; Міжнародних наукових конференціях «Сучасні проблеми фізіології і біохімії водних організмів», Петрозаводськ, 2004; «Сучасний стан і проблеми експериментальної і клінічної біохімії», Тернопіль, 2004; щорічних звітних наукових конференціях викладачів і співробітників хіміко-біологічного факультету ТДПУ, Тернопіль, 2001 – 2004 р.р.
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 20 праць, у тому числі 12 статей у фахових виданнях, що затверджені ВАК України (з них 1 – одноосібна).
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 146 сторінках комп’ютерного набору, складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів досліджень, результатів роботи та їх обговорення, узагальнення, висновків, списку використаних джерел. Робота містить 11 рисунків, 30 таблиці, 4 додатки. Бібліографічний список складає 256 джерела, з них 177 латиною. Загальний обсяг ілюстрацій і таблиць – 23 сторінки, списку використаних джерел – 27 сторінок.


Висновки
У дисертаційній роботі представлено нові дані про механізми впливу пошкоджуючих чинників середовища (іонів міді, цинку, марганцю, свинцю, їх суміші та фенолу в підпорогових концентраціях, 2 ГДК і 5 ГДК) на біохімічні процеси в гепатоцитах коропа і рака та запропоновано критерії оцінки їх ураження. Доведено, що за дії підпорогових концентрацій чинників має місце їх неспецифічна дія на гепатоцити, за дії 2 ГДК − токсикоспецифічні адаптації, а за дії 5 ГДК – пригнічення адаптаційної здатності гепатоцитів. У коропа, порівняно з раком більше, виражений токсичний ефект фенолу та менше – іонів важких металів.
1. Встановлено, що система антиоксидантного захисту гепатоцитів коропа і рака реагує на дію підпорогових концентрацій несприятливих чинників зменшенням активності супероксиддисмутази (p<0,01).Зокрема, виявлено активацію перекисного окиснення ліпідів у коропа за дії фенолу, а в рака − за дії іонів важких металів (p<0,01). Відбувається зростання активності каталази за дії 2 ГДК іонів металів у коропа і їх підпорогової концентрації у рака (p<0,01).
2. Дія підпорогових концентрацій чинників викликає у коропа і рака (за винятком фенолу в останнього) збільшення вмісту відновленого глутатіону в гепатоцитах (p<0,05), що у коропа поєднується із зменшенням редокс-індексу глутатіону на 20−60 %. За дії 2 ГДК і 5 ГДК чинників зміни вмісту відновленого глутатіону виникають у поодиноких випадках.
3. Загальний вміст заліза у гепатоцитах коропа і рака за дії більшості досліджуваних чинників не зазнає змін. Загальна залізозв’язувальна здатність тканини зменшується у обох видів тварин за дії підпорогових концентрацій та 2 ГДК (на 35 −71 %, p<0,05) і залишається стабільною за дії 5 ГДК більшості чинників.
4. У коропа дія іонів металів міді, цинку, марганцю і свинцю у суміші або в поєднанні з надлишком іонів заліза (ІІ) призводить до пригнічення пероксидного окиснення ліпідів (за дії іонів марганцю − на 44 %). Разом із тим, за дії окремо іонів міді, марганцю і свинцю антиоксидантні властивості гомогенату тканини пригнічуються  на 19-34 % .
5. Активність лужної фосфатази, вміст неорганічного фосфату та магнію у гепатоцитах коропа і рака у більшості дослідних груп не відрізняються від контрольних значень. Активність γ-глутамілтрансферази в печінці коропа за дії підпорогових концентрацій чинників відповідає контролю. За дії 2 ГДК міді, марганцю і свинцю вона зростає на 33−72 % (p<0,05), що вказує на гепатотоксичну дію цих катіонів.
6. Активація гострофазної відповіді спостерігається за дії міді у коропа, цинку і марганцю у рака та суміші іонів у обох видів (p<0,05). Фенол і свинець (0,5 мг/л у коропа і 0,02 мг/л у рака) пригнічують її в обох видів тварин (p<0,05). 
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