
 

 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

БІОХІМІЯ

К. В. Baiaban
THE BALANCE OK GLUTAMATDEGIDROGENASE REACTION UNDER THE 
INFLUENCE OF MANGANESE, ZINC AND COPPER IONS IN CARP TISSSUES

Ач a result of the carried out researches it was determined, that the ions of manganese, zinc and 
copper displaced the balance tn glutamatdegidrogenasc system In muscles the synthesis of glutamate 
prevailed and in liver — the destruction of the one It is rather difficult to explain some changes in the 
enzyme activity, but the displacement of the balance of glulamatdegidrogetiasc system Is the 
adaptation of carp to stress, which was caused by the influence of heavy metals ions.

Надійшла 27 ]2 2000
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ОКИСНЮВАЛЬНА МОДИФІКАЦІЯ БІЛКІВ ГЕПАТОПАНКРЕАСУ 
1 ПЛАЗМИ КРОВ] КОРОПА ЗА ІНТОКСИКАЦІЇ ВАЖКИМИ 
МЕТАЛАМИ
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У процесах бlодогlчноrп окиснення молекули кисню можуть утворювати нестабільні частково 
відновлені ііродукіи — нсроксид-анюн су пдрооuид-анlин, і ІДРООСИД-РІТДИОТ^^І і т інші, які 
узагальнено називають активними формами кисню (АФК) у зв'язку з їх високою реакційною 
здатністю (У] ДФК уражають бюмолдкули. викликаючи їх: хімічні модифікації, і генерують 
утворення воринних реактивних частинок (радикалів, іідроксидів, нентсичепих сполук, 
альдегідів), яю також можуть виливати нт сфухуРУ РЮМОЛДОУЛ Йони важких металів, які 
мають змінну валентність, вважаються активаторами в процесах іднертції АФК ге пкгтнпї 
деструкції б і о мол скул. Зокрема така дія прпдемонттровтнт для йон їв залізе [3 ].

Організми llдрпГlпн■|lв \ зв'язку з особливостями респіратор ного режиму сгaнoплllll> 
теоретичний і практичний інтерес п дптдlд^<дннl їх відпоаіді нт октuдативнин стрес тт його 
Нодуля щю їдкими поширеними забруднювачами водойм як важкі метали Показано, що 
свинець, манган, мідь і цинк при дії в конпентртції, яке відповідає 2 ГДК, пик тикають зміни 
вмісту первинних і вторинних продуктів перекисного окисндиня лшідів (ПОЛ) і а активності 
ферментів тцпгоктгдаипuпгп захисту в тканинах коропа [2, 6, 10, 11, 14],

Останнім часом більше уваги стело привертати вивчення ок пеню вальної деструкції 
білків і т встановлення його ролі в оксидттгвLlп)му стресі. Відомо, ідо важкі метали викликають 
порушення активності ферментів білкового обміну 14], прпнионотпі клітинних мдмбртн [6] Це, 
ймовірно, може бути спричинено змінами в будові білків під безпптдрдднlм впливом металів 
або внаслідок інlцінпваногп ними накопичення АФК, продуктів окисндкня жирних кислот 
тощо. Можливості безпосереднього вивчення цих змін в білках зросли у зв'язку з 
впровадженням в дотдідждuня методу визначення окис нд н ех похідних аліфатичних 
тміцпкuтдппних радикалів в білках зт їх здатністю утворювати забарвлені 2,4- 
дииітрпфдиї[ігIдртзони f3, 7]

Становить інтерес виявлення залежності між природою металу, загальним ступенем 
ураження організму (доза вlдпптнп ГДК) та ступенем пкитдювтнпгп ураження білків. Тому 
метою нашої роболт стало дослідждннія вмісту окисндних похідних білків в гдпетпценкрдет і і 
плазмі крові коропе при дії іне організм попів свинцю, мангану, цинку і міді в концентраціях, 
які відповідають 0,1, 2 і 5 ГДК.
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Матеріали і методи досліджень
Дослідження проводились на короні лускаючу (Cypriwus слгрю L.) масою 200 — 250 і, 

попередньо адаптованому до умов акваріуму. Риб, групами по 6 тварин, утримували протягом 
14 діб у басейнах об'ємом 200 л при темперагурі близько 18 С у відстояній, добре аерованій 
воді. Воду в басейнах змінювали щодводобово, підтримуючи в ній необхідний вміст металу. 
Вміст свинцю (И) у вигляді нітрату у воді становив 0,01. 02 і 0,5 мі/л, мангану (Л) у вигляду 
хлориду — 0J3, 2,6 і 6,5 мг/л, пинку (Ji) у вигляді су-іьфату — ОД , 2,0 і 5,0 мг/л, міді (П) у 
вигляді сульфату — 0,01, 0,2 і 0.5 мг/л Створені конпенграцп металів відповідають 0.1 2 і 5 
ГДК|1]. _

Для аналізу використовували гепатопанкреас та кров з серия риби, яку відбирали з 
гепарином. Всі процедури по виділенню і обробці зразків проводились на холоді 
О кисню валь ну модифікацію білків плазми крові і гепатопанкреасу визначали іа їх здатністю 
у гворюваїи 2,4-динггрофені.тгідразони [7] Вміст феніл гідр нонїв обчислювали за формулами:

Ергдал d 1000/ Сйлт (о.о.г./г білка). Сз?(г=А»7и/2 1 (мМ/r білка), ле А — вміє г 
фенил • Ідразонів в умовних одиницях, С — їх концентрація в міМ'ї білка, В — екстинція проби, 
d — розведення тканини (d для печінки — J00, для плазми - 10), о о.г. — одиниці оптичної 
густини. 21 мМ ' см'1 міді молярний коефіцієнт екстинції фенілгідразонів при 370 нм

Вміст биків в тканинах визначали за методом Лоурі ) співр [13]. Білки гепатопанкреасу 
попередньо виділяли [15] Результати обробляли статистично [8].

Резульга їй досліджень та їх обговорення
V результаті окиснеиия білків можуть у гтаріоввіись як альдеіідш, так і кетониі похідні 

амщокисзогиих заіишків [3, 7] Обидва типи похідних взаємодіють з 2,4-ДФГ Аліфатичні 
кеюн-дині іренфеепшщразени нейтрального характеру поглинають з максимумом при 363-367 
і їм, а основного характеру - 430-434 нч і 524-535 нм. У тварин контрольної групи нами були 
виявлені продукти окисі іення білків як в гепатопанкреас і, так і в плазмі крові, причому, в 
розрахунку на білок, їх кількісіь в гепатопанкреас і була вищою, ніж в плазмі крові (і аби. 1 — 
Зї. Кількість похідних нс іїіральноїю характеру, рівень яких реєстрували при 370 нм. буча 
вищою, ніж похідних основною характеру, які вимірювали при 430 [їм Найбільш помітна 
підміні гість в кількості цих похідних спостерігалась для білків плазми крові

Тяаішї/я /
Дія бонів важких металів в концентрації, що відповідає ОД ГДК, на вміст 

2 .4-д н нітро феніл гід радонів в гепатопанкреас і і плазмі крові коропа, 
МЬт, п= 5

Дос 'iijjjifi j рули Рівень фенил щраюнпз
Одинит оптичної гуітшін '
1 г білка, дозжиііа хвилі 370 

нм

мМ / 1 г білка, 
довжина хвилі 37і) ну

Одиниці оігіичниі 
густини' 1 і білка 
довжина хвилі 430 нм

Гепатопанкреас
Контроль * -48,812,3 1.96.W33 19.6-3,.6
Свинець 19 4x3,5* 1,24=^0,31 * 12,7±2,8*
Манган і і,(^^=І ,5* 0,52±0,07* 6,75-І,8*
Цинк 37,8±>,1Г Іі80±0і10 Г ЗС,8±2,2

11 дазми крові
Контроль 32,2-1,2 К53±ОіО6 “ 1^?.^:Ы,0
Свинець 39,7-3,7 і,89±0,18 23i6x5i4
МЙНГИН 1.3,5±2,8* Ц64±0, |3* 4,63±1.3з*
Цинк ■Ю,2и2і5 5.52=fc1.73 56,8:12 6

Прими ка до і аб і М *—відхилення від контролю вірогідні р<0.05

Дослідження дїі свинцю, мані ану та цинку в концентраціях, які становлять 01 ГДК, 
Показало (табл. 1). що в гспатопанкреасі корона всі ці метали зменшують інтенснвнісіь 
окиснення білків, причому пригнічують утворення динlгрофенlпгідразонlв як нейтрального, 
так і основного характеру. В крові коропа зменшення вмісту окислених продуктів білків при дії 
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іікої концентрації викликає лише манган, і цинк проявляє тенденцію збільшувати ці 
показники

При дії в концентрації, що відповідають 2 ГДК (табл. 2) свинець, цинк і мідь викликають 
істотне ібільшенпя кількості о к йене цих продуктів, як нейтрального, так і основного характеру 
в гепітопанкреасі коропа їх кількість зростає в два — три рази. £ 'рн дії мані ану ці показники 
залишаються в межах норми У плазмі крові помине збільшення вмісіу окиснених продуктів 
білків викликають иинк і мідь (в дві рази), годі як при дії свинцю і мангану- ці показники 
зші^і^і^і^Юіься в межах норми.

Концднфащя 5 ГДКНібл 3) виявилась летальною при дії міді і ділі значну розбіжність 
результатів визначення параметрів гепатопанкреасу при дії свинцю. Серед інших металів, пі 
відміну від дії менших їх доз, токсичний вплив на гепатопанкреас спричинює манган, годі як 
циик цд викликає вірогідних змін показників в цій тканині. У крові спосіерігаються значні 
відмінності між впливом металів ні утворення похідних нейтрального і основного характеру, 
що також не відзначайсь при дії менших доз металів Свинець і цинк викликають найзиачиїшд 
зростання похідіїих нейтрального характеру, тоді як манган нд змінює цей показник порівняно 
з контролем Похідні основного характеру утворюються при дії свинцю і цинку в тій жд 
кількості, шо і в коніролі, І при дії мангану' — значно меншг.

Таблиця 2
Дія йонів важких металів в концентрацій що відповідає 2 ГДК, на вміст 

2 ,4-дшшр о фенілгід раз о ні в в гепатопапкреасі і плазмі крові коропа,
М+rn, п =5

Дооііі^ііа група (ОДИНИЦІ оптичної густини > 
І І білки, 'лыжина хри ' п

Рівень фенілі ідрізинш
мМ ' 1 г білка, 

довжина хвилі 370 ым
Одиниці оптичної 
іустинн f 1 і білкі.

нм Дl^н■жгIlгі хпилі 436 нхі
Г еиямя /.икр хгг

Контроль 54,0+8.5 2.57+Ц40 39,2+73
(. 'пнягиь 1 20,3+0 ,4* 5,33+0,49* 77.4=6,7*
Мін rail "" ’80'.6 ' 103 3,84+0.52 50,2+8,1
Цинк І 81,8+2.0* 8,66+0,12* 104,8+2,3*
М їдь 13 Lfitl 5 6* 6,27+0,74* 72,9+3,8*

! I щади крию і
Контролі. 27,1-1,1 1,29+0 05 16,3+1,3f'-lСеннснь 30,6=2.5 І-ШСЦ 189+2,7
Манган 24; 4± 1,8 Г, 16*0/19 14,fr+f J
Цинк 89,7+8,5* 4,27+0,40* 453+43*
Мідь 8O1TH2* 3,8210.53* 40 1+5,5*

Табпиця 5
Дія йонів важких металів в концентрації, що відповідає 5 ГДК, на вміст 

2,4-дннітр о фенілгідрат о ні в в і єн ато панкреасі і плазмі крові коропа, 
M±m п = 5

Деслшиа група
Рівень фднілnдріаонlе

Одиниці оптичної густини ’ J 
г білка, довжині кайлі 370 н.м

мМ / I г білка, довжина 
хвилі З+О нм

Одиниці оитичної густини ' 1 
і білка, довжина хвиліі 430 нм

Гепатп панкреас
Контроль 76.9+6Д 3,66=0.29 50,1=5,7
Манган 219,2+23 ,6* 10,4+1,1* 1 12,2+24,7*
Цинк . 115,1=201 5J52+1J3- 40,5+14,0

Плаїма крові
Коніроль 31,8+1,9 1,.53-0J1- 39J4=3J/
Свинець 6,88+0.94* 58,8+7,2
Манган 34,9=3,7 166+0,1? Ч&ьіз*
Цинк 115,8+12,8* 5,51^-0,61* 43,8+4,3
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Порівняння дії трьох концентрацій металів показує (рис 1, 2). що дія найменшої і них 
протягом 14 дю викликає у риб адаптивну реакцію, яка особливо проявляється у зменшенні 
рівня окисііепості білків в гепатопанкреас і При дії в концентрації 2 ГДК жоден з металів не 
проявляє антиоксидантного впливу на білки організму коропа Причому, для більшості металів 
більш помітні зміни порівняно з контролем мають місце в гепатопанкреас і Отже, стан 
окислювальної модифікації білків гепатопанкреасу, порівняно з плазмою крові, є більш 
інформативним показником аптнокссидаїїтио-прпоксіздаїїтиого статусу організму коропа.

Концентрація 5 ГДК є екстремальною і викликає. очевидно різноманіттю порушення 
структури і функцій бюмолекуз та їх бюсинісзу в організмі Такий багато факторний вплив 
може призвести до порушення закономірностей, виявлених при дії менших концентрацій 
металів на білки коропа (див рис 1 ? 2).

Кожний з металів в копцені раціях 0,1 і 2 ГДК. проявдяг специфічну дію Найбільше 
аиіиоксндантлі ви ас і и воєн виражені у мані ану і найзначіііаіі оксидации — у цинку. V 
більшості експериментальних умов, які досліджувались, негативний вплив металів на 
окиснення білків зростає в ряді: Мп — РЬ — Cu - Zn.

400

Н0,1 ГДК, плазма крові 
□ 2 ГДК плазма крові 
БЇ5_ГДК: плазма крові

00,1 ГДК, гепатопанкреас
□ 2 ГДК гепатопанкреас 

[ И5 ГДК, гепатопанкреас _

Рис, І. Вплив іонів важких металів на окислювальну мадпфіканію білків в організмі коропа 
(одиниці оптичної гуетици при 370 нм І гбілка).

І Е 0,1 ГДК, гепатопанкреас И0,1 ГДК, пдазма крові 
! □ 2 ГДК, гепатопанкреас D2 ГДК плазма крові
J85 ГДК, гепатопанкреас Q5 ГДК, плазма кров.

Put. 2і Вплив ГіОШн важких металів ця окценювальпу модифікацію білків в орі анрмї короля 
(одиниці оптичної густини при 430 нм /1 білка)
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Ірадиційно юксичну дію йонів важких металів пояснюють на підставі спільних рис їх 
електронно! будови [5 9] Йоііи важких металів вважаються активаторами процесів
нефе рм єні ного пере кис ното окиси ення б ю молекул на і їй підставі, що метали змінної 
валентності, якими с переважна більшість важких меіалш. легко віддать електрон. і 
здійснюють н сферментний каталіз в процесах ві пы]c^радикального окислення [3. 5, 9]. В 
експериментальних умовах як ініціатор окнснення ліпідів і білків використовують, наприклад, 
нони заліза [31 Однак цей механізм дії не може бути іастосований для пояснення впливу 
цинку, який має стабільну валентність і, не зважаючи на це. здійснює найбільший з 
досліджуваних меіалів вплив на окиснсння білків в організмі коропа Поряд з цим. при 
поясненні результатів нашого експерименту слід враховувати, що зміни показників, які 
спостерігаються після 14 діб витримування риб в токсичому середовищі, є сумарним 
результатом прямої о виливу -иксиканту на досліджувані молекули та адативних імін, 
викликаних цим фактором в організмі [2].

Проведені нами раніше дослідження впливу йонів важких металів на ферментні і 
нефермеиіні фактори антиоксидашної о захисіу га вміст продуктів 11OJI в іегіаіопанкреасі і 
крові коропа також показали, ню найзначніші негативні їміни цих показників викликають цинк 
і мідь, а свинець і. особливо, маніан, впливають на них значно менше, і навіть, ошимізуюіь 
показники ангиоксидантно-прооксидaнгlшго стану організму, не зважаючи на еквівалентний 
ступінь ураження організму в цілому, зі ід но встановленій величині ГДК [10, П].

Тому одержані результати дозволяють узагальнити, що чотири досліджувані метали- 
забруднювачі u дією на аніиоксидані^гю-прооксидангтнии статус оріанізму корона, можна 
об'єднаїи в дві групи мідь і цинк за свинець і манган Спільними рисами для металів них гру п 
є • іс, що мідь і цинк вводяїься в організм і стабільні у найвищому позитивному, властивому їм 
ступені окиснення, а свинець і манган - в найнижчому позитивному ступені окиснеиня 
Одержані результати показую і ь, що метали першої з цих груп, не зважаючи на те, що иинк не 
проявляє змінну' гапенгнlсгь. ініціюють перекисне окислення як. Л1ЛЦДІВ так і білків, причому 
на окиснення білків більший вплив спричинює цинк, а на ліпіди та активність ферментів 
антиоксидантного захисту — мідь [Н] Метали, об’єднані в другу' іруну, впливають незначно 
на перекисне окис ненця біомопскул. або пригнічують його, шо яскраво видно на прикладі 
мангану Ці закономірності проявляються як при дії 2 ГДК. таь і 0,1 та частково 5 ГДК металів 
на організм, а також в дослідах in vitro [2].

Отже, результати вивчення впливу йонів важких металів на процеси окисної модифікації 
білків показують, що ступінь цих змін узгоджується із змінами інших показників 
о ксидати в ного стресу оріанізму корона цим імеіалом. Індивідуальна специфіка дії металу 
прояв тнеться при його дсиах, відмінних в 20 разів за концентрацією Визначення показників 
окиснеш і я білків при дії йонів важких металів на організм коропа може служити 
інформативним тестом при он і нцї стану адаптації організму до забруднення.

Висновки
1. Йони мангану при дп в субл стальних концентраціях викликають активацію 

антиоксиданіних чинників захисту структури білків і епагонзнкреасу га плазми крові коропа.
2. ЙОЕІИ цинку і міді при дії' в сублетальних конценращях збlпьш^югь 1нгснсивн1сгь 

окиснення білків в ген аго панкреас і та плазмі крові коропа, а йони свинцю меншою мірою, ніж 
інші досліджувані метали, впливають на цей процес.

З Ступінь окиснювальної модифікації білків с чутливим тестом для оцінки апти- 
оксцдангпо-проокендаuгногO статусу організму коропа при дії важких металів.
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О. B. Stofyar
OXIDATIVE MODIFICATION OF CARP HEPATOPANCREAS AND BLOOR 

PLASMA PROTEINS UNDER THE HEAVY MET ALLS INFLUENCE
We have investigate the influence nf lead (0.01 0,2 and 0.5 mg/1) manganese (0.13, 2,6 and 6.5 

mg/1), zinc (0,1, 2,0 and 5,0 mg/l) and copper (0,2 mg/i) ions ґит up 14 days upon the соппіюп carp 
(Cyprrnus carpia L). The concentrations of metalls were 0,1, 2 and 5 MPC We studied the level of 
prolem oxidative modification of hepatopancreas and blood plasma The icsults show that manganese 
ions caused the antioxidant protection of proteins. The zinc and copper ions increased the level of 
protem oxidation and the rate of changes, caused by the lead, wasn’t such significant as for other 
metal Is The level of protein oxidative modification in carp tissues may serve as an adequate test for 
estimation of the anty oxy d ant-pro ox id ап I status of organism under the heavy installs influence
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