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У розв’язанні проблем збереження та відновлення популяцій промислових риб у природному середовищі важливе місце належить розробці сучасних методів діагностики стану водних біоресурсів (1; 3(. Актуальність таких досліджень визначається великою мірою зростанням антропогенного впливу на природні водойми, у яких для риб, як кінцевої ланки трофічного ланцюга, виникає чимала токсикологічна загроза (17; 41(. Найбільшу небезпеку становить забруднення водойм важкими металами, насамперед Плюмбумом, який навіть у невеликих кількостях провокує стрес і морфофункціональні зміни в організмі риб (10; 16; 43(. 
На сьогодні використання традиційних гідробіологічних методів оцінки негативних змін в екосистемах не дозволяє оперативно оцінити екотоксикологічних ситуацію. У зв'язку з цим доцільним є застосування підходів, заснованих на аналізі окремих ключових біохімічних параметрів (молекулярних біомаркерів), які відображають загальну зміну фізіологічного стану організму у відповідь на вплив несприятливих факторів середовища. Основна перевага використання неспецифічних молекулярних маркерів полягає не тільки у високій чутливості, точності визначення, а й у встановленні причинно-наслідкових зв'язків при взаємодії організму і середовища, що відкриває можливість прогнозувати зміни в популяціях в забруднених районах. Оцінка небезпеки розвитку віддалених ефектів може бути більш ефективною, якщо ґрунтується на даних про генотоксичність полютантів. З огляду на виняткову роль геному в функціонуванні біологічних систем, виявлення пошкоджень в структурі молекули ДНК слід віднести до найбільш важливих проявів токсичності. В останні роки було розроблено багато методів, що дозволяють реєструвати пошкодження ДНК, а також досліджувати процеси репарації. Найбільший інтерес представляють показники, що характеризують рівень пошкодження ДНК, який виявляється в даний час за допомогою методу ДНК-комет.
В організмі риб спільною ланкою в багатьох стресових ситуаціях є надлишкове утворення вільних радикалів з наступним порушенням структури білків (ензимів)  і нуклеїнових кислот (ДНК) (31; 42(. З процесами вільнорадикального окислення за дії йонів важких металів тісно пов’язане явище ендогенної інтоксикації, що супроводжується утворенням значної кількості характерних метаболітів ( молекул середньої маси (МСМ) (8(. Крім того, для виявлення ендогенної інтоксикації організму доцільно аналізувати активацію апоптозу лейкоцитів, одним з параметрів якого є утворення дволанцюгових розривів ДНК (12; 24; 25; 34(. 
Метою наукової роботи визначити можливість застосування методу ДНК-комет для оцінки генотоксичності Плюмбуму в організмі прісноводних промислових риб, зокрема, найбільш поширеного їх виду ( коропа лускатого.
Для досягнення поставленої мети визначено такі завдання:

· провести комет-аналіз ступеня ушкодження ДНК лімфоцитів крові коропа лускатого;  

· дослідити вплив підвищених концентрацій Плюмбуму на показники ендогенної інтоксикації в організмі досліджуваних риб.
Об’єкт дослідження – клітини крові коропа лускатого за умов короткотривалої дії підвищених концентрацій Плюмбуму.

Предмет дослідження – гематологічні показники, показники ендогенної інтоксикації, ступінь ушкодження ДНК.
Методи дослідження – біохімічні, гематологічні, цитологічні, молекулярно-біологічні та статистичні. 

Наукова новизна одержаних результатів. Уперше проведено комплексне порівняльне дослідження рівня ушкодження ДНК методом комет-аналізу у коропа лускатого за умов впливу підвищених концентрацій Плюмбуму. Уперше виявлено підвищення ступеня фрагментації ядерної ДНК лімфоцитів на тлі зростання ендогенної інтоксикації організму коропа лускатого. 
Практичне значення отриманих результатів. Результати роботи можуть бути використані за умов проведення моніторингу впливу забруднення важкими металами водних біоресурсів. Результати дослідження можуть бути використані як біоінформативні показники для розробки рекомендацій з оцінки якості рибної продукції та рівня токсичності водного середовища за умов антропогенного навантаження. 
РОЗДІЛ 1
1.1. Загальна характеристика Плюмбуму та 
джерела його надходження у водні екосистеми
Плюмбум (від лат. Plumbum, Pb) − хімічний елемент IV групи періодичної системи Менделєєва; атомний номер 82, атомна маса 207,2. Цей важкий метал голубувато-сірого кольору, дуже пластичний, м'який (ріжеться ножем, навіть дряпається нігтем). Природний Плюмбум складається з п'яти стабільних ізотопів з масовими числами 202, 204 (1,5%), 206 (23,6%), 207 (22,6%), 208 (52,3%) [6].
Плюмбум поширений у земній корі в усьому світі. Завдяки доступності покладів, високій щільності, пластичності, ковкості, стійкості до корозії та дешевизні цей метал здавна використовується в господарській діяльності людини і є одним із технічно важливих металів, з яким невід’ємно пов’язане сучасне промислове виробництво [32]. Як відомо, попит промисловості на цей метал значно зріс в останні десятиріччя, що призвело до нераціонального використання природних ресурсів, значного забруднення довкілля сполуками Плюмбуму [14]. 
Викиди Плюмбуму пов’язані із стічними водами гірничо-збагачувальних комбінатів, деяких металургійних заводів, хімічних виробництв, шахт і т.д. Плюмбум перебуває у воді у розчиненому й звішеному (сорбованому) стані. У розчиненій формі зустрічається у вигляді мінеральних й органо-мінеральних комплексів, а також простих йонів, у нерозчинній – у вигляді сульфідів, сульфатів і карбонатів (6(. Багато сполук Плюмбуму (галоїди, сульфати, фосфати і гідроксиди) нерозчинні, і тому володіють відносно низькою токсичністю. Розчинні сполуки Плюмбуму більш токсичні. Плюмбум використовується для виробництва боєприпасів, фарб, типографського сплаву, припою, кабелів, скла, глазурі, акумуляторів, хімічних препаратів і барвників, для захисту від гамма-випромінення, в якості стабілізатора пластмаси. Автомобільні викиди Плюмбуму дають біля 50 % загального неорганічного Плюмбуму, що надходить в організм людини і тварин (2(. 
Плюмбум віднесено міжнародними організаціями до списку глобальних забруднювачів довкілля (6, 15(. Цей важкий метал присутній у ґрунті та воді в концентраціях, які значно вищі від гранично допустимих [22]. Гострий і хронічний його вплив виявляється при концентрації 0,1–5 мг/л. Гранично допустима концентрація Плюмбуму в СНД – 0,03 мг/л, ВОЗ і ДержСанПіН "Вода питна" рекомендують концентрацію ( 0,1 мг/л. 
1.2. Особливості впливу Плюмбуму на організм гідробіонтів
Поведінка важких металів у екосистемах має ряд особливостей, оскільки вони на відміну від органічних речовин не піддаються деструкції, а постійно присутні у водних екосистемах, змінюючи лише форму сполук, реакційну здатність та біологічну активність [13]. Їх фізико-хімічний стан змінюється в результаті процесів гідролізу, комплексоутворення, адсорбції та осадження. Вказані процеси визначають міграційну рухливість важких металів, їх перерозподіл між основними компонентами водної екосистеми, біодоступність і токсичність для водних організмів [14]. Висока мінливість вмісту важких металів у гідробіонтів обумовлена гідрохімічними умовами, формами знаходження елементів у середовищі, умовами живлення, сезонними факторами, забрудненням, розмірами тварин, метаболічними потребами, умовами живлення, інтенсивністю обміну та рядом інших факторів [9].
Потенційний ризик, пов’язаний із Плюмбумом, посилюється тим, що він акумулюється у різних ланках гідроекосистем. Слід зазначити, що сполуки Плюмбуму, які надійшли в організм риб, викликають у них низку патологічних змін, впливають на обмін вуглеводів, ліпідів, білків, енергетичний статус та тканинне дихання [15, 18, 21].
Ступінь кумуляції Плюмбуму в організмі риб дещо нижчий ніж у Цинку, але більший ніж у Кадмію. Для Плюмбуму було встановлено такий ряд зниження концентрації в тканинах риб: кишковий тракт > кістки і луска > печінка і зябра > м’язи. Акумуляція Плюмбуму пов’язана з його здатністю утворювати сполуки з SH-групами (27, 30(. Треба також відмітити, що серед риб, короп відзначається як найінтенсивніший накопичувач токсикантів [18].
Біологічні ефект дії Плюмбуму на риб, проявляється також у пригніченні фізіологічних реакцій організму та у порушенні його природних рефлекторних реакцій. Відмічено зниження вмісту Купруму, Феруму і Цинку в організмі риб, що може бути пов’язано з пригніченням обмінних процесів за рахунок витіснення цих металів Плюмбумом з ензимів [23]. 

Таким чином, навіть незначні концентрації Плюмбуму порушують екологічну рівновагу, і через токсичний стрес спричиняють незворотні функціональні порушення, а часом і смерть гідробіонтів [14]. 
З точки зору токсичної дії на організм, Плюмбум є тіоловою отрутою (18, 21( і посідає одне з основних місць серед причин хронічних отруєнь важкими металами [2]. Відомо, що цей метал не бере участі у метаболічних процесах і є типовим токсикантом, який блокує сульфгідрильні, карбоксильні і амінні групи ензимів [32].
Токсичні властивості важких металів зумовлені здатністю тривалий час зберігати свою біологічну активність. Потрапляючи в організм риб з водою або кормом, Плюмбум може накопичуватися в різних тканинах і органах, знижуючи виживання і темп росту риб [4, 5].
В основі токсичної дії важких металів і, зокрема Плюмбуму, на організм риб лежать певні взаємопов’язані механізми, серед яких провідну роль відіграє підвищене утворення активних радикалів із активацією ПОЛ та розвитком оксидативного стресу, взаємодія з тіоловими групами білків і низькомолекулярних тіолів, із карбоксильною та аміно групами амінокислот, а також конкурентна взаємодія із есенціальними мікроелементами та виникнення внутрішньоклітинного дисбалансу останніх (23(. 
Органами-мішенями для Плюмбуму є кров, кровотворні органи, органи імунної системи тощо [21]. Особливо чутливою до сполук Плюмбуму є кров. Специфіка впливу на риб полягає у значному збільшенні кількості червоних кровяних тілець у крові, зменшенні їх об’єму і вмісту в них Заліза (38(. За дії токсичних концентрацій Плюмбуму виявляється значне зниження альбумінів та зростання глобулінів, які виявляють здатність зв’язувати Плюмбум (23(.
Плюмбум може вражати генетичний апарат (ДНК) клітини, впливає на синтез білка і проявляє гонадотоксичну і ембріотоксичну дію (2, 7(.

В основі токсичної дії важких металів і, зокрема Плюмбуму, на організм риб лежать певні взаємопов’язані механізми, серед яких провідну роль відіграє підвищене утворення активних радикалів із активацією ПОЛ та розвитком оксидативного стресу, взаємодія з тіоловими групами білків і низькомолекулярних тіолів, із карбоксильною та аміногрупами амінокислот, а також конкурентна взаємодія із есенціальними мікроелементами та виникнення внутрішньоклітинного дисбалансу останніх. Наслідком цих процесів, при надлишковому надходженні важких металів є порушення функціонування різних органів та систем і гомеостазу в цілому організмі (32, 39(.
Таким чином, у першому розділі проаналізовано сучасні наукові дані щодо впливу Плюмбуму у гідроекосистемах, а також особливостей токсичного впливу на організм риб. Можна зробити висновок, що такі дослідження є вкрай актуальними для повного розуміння фізіолого-біохімічних змін в організмі гідробіонтів за умов зростаючого впливу Плюмбуму, а також для розробки нових методів біоконтролю токсичних станів у промислових видів риб.

РОЗДІЛ 2
Постановка досліду
Вплив Плюмбуму вивчали на особинах коропа лускатого (Cyprinus carpio L.) дворічного віку, масою 250(350 г, яких виловлювали з ставків Львівської дослідної станції Інституту рибного господарства.

Досліди проводили в акваріумах об’ємом 200 л, у яких розміщували по 5 особин. Здійснювали постійну аерацію і підтримували температурний режим води 18–20 ºС. Перед дослідом тварин адаптували до лабораторних умов протягом 3 діб.
Необхідну концентрацію важкого металу в усіх серіях дослідів моделювали внесенням у водне середовище 0,5 і 5 мг/л солі Pb(CH3COO)2(3Н2О “х.ч.”, що відповідає 5 і 50 гранично допустимим концентраціям Плюмбуму. 





Схема досліду
Риб за наявності Плюмбуму витримували 96 год. Контрольні показники отримували від піддослідних особин коропа лускатого, які перебували у водному середовищі без додавання Плюмбуму. Кров забирали за допомогою пастерівської піпетки з серця риб використовуючи як антикоагулянт розчин гепарину з розрахунку 10 од/мл крові. В дослідах використовували сироватку крові  та лімфоцити крові риб. Концентрацію білка у зразках визначали методом Лоурі безпосередньо перед дослідженням.
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фото1. Короп лускатий (Cyprinus carpio L.)
Результати досліджень піддавали статистичному аналізу. Обчислювали середнє значення М та середню похибку m, які й представлені на діаграмах, рисунках та у таблицях. Обробку проводили за допомогою програми Statistica 6.0 з використанням t– коефіціенту Ст’юдента. Рівень вірогідності отриманих результатів встановлювали при р<0,05–0,001.
Виділення лімфоцитів з крові
Принцип методу. Лімфоцити з гепаринізованої крові виділяють методом диференційного центрифугування у градієнті густини фікол-верографіну. 
Кров з антикоагулянтом (гепарином) розводили фізіологічним розчином у 2 рази. Піпеткою акуратно по стінці нашаровували на фікол-верографін (3 мл, d=1,076(1,078) по 8 мл розведеної крові. 

Центрифугували 40 хв при 1500 об/хв. Обережно шприцом відбирали білувате кільце мононуклеарних лейкоцитів (лімфоцити, моноцити) у центрифужні пробірки, розводили фізіологічним розчином, ресуспендували. Лімфоцити тричі відмивали в забуференому фізіологічному розчині (ЗФР, рН 7,2). Перше центрифугування 10 хв при 2000 об/хв; друге і третє ( 5 хв при 1500 об/хв. 
Після цього, до осаду клітин додавали ЗФР і ретельно ресуспендували і підраховували лімфоцити в камері Горяєва. Надалі готували суспензію лімфоцитів на ЗФР з необхідною концентрацією клітин.

2.1. Визначення концентрації МСМ у сироватці крові
Принцип методу: Спектрофотометрично визначають оптичну густину сироватки, при двох довжинах хвиль – 254 нм (пептиди) та 280 нм (ароматичні хромофори).

МСМ визначали скринінговим методом (Николайчик В. В. із співавт., 1989) [20], шляхом осадження білків із 1,5 мл сироватки 10% розчином CCl3COOH  з наступним центрифугуванням при 5000 об/хв протягом 30 хв. Після цього в супернатанті (розведеному дистильованою водою у співвідношенні 1:10) проводили детекцію МСМ шляхом вимірювання екстинкції розчину при 254  нм та 280 нм проти дистильованої води. 

Концентрацію МСМ обчислювали в умовних одиницях оптичної густини (ум. од.) та обраховували співвідношення оптичних густин 280/254.
2.2. Визначенння активності АлАТ та АсАТ у сироватці крові
Активність АлАТ (К.Ф. 2.6.1.2) та АсАТ (К.Ф. 2.6.1.1) визначали з використанням комерційних наборів (“LACHEMA”, Чехія).
Принцип метода базувався на наступних реакціях:
Для АлАТ: 
L-аланін + (-кетоглутарат  (  піруват + L-глутамат
з наступним фотометричним визначенням концентрації пірувату в пробі, який реагує з 2,4-динітрофенілгідразином з утворенням забарвлених сполук, що максимально поглинають при ( = 540 нм. 

Для АсАТ:  
L-аспартат + (-кетоглутарат  ( оксалоацетат + L-глутамат

з наступним фотометричим визначенням концентрації оксалоацетату в пробі, який аналогічно до пірувату реагує з 2,4-динітрофенілгідразином.

Для визначення активності досліджуваних ензимів використовували наступні реактиви:
Реагент № 1А. Буфер-субстратна суміш для аналізу активності АлАТ  

Реагент № 1Б. Буфер-субстратна суміш для аналізу активності АсАТ  

Реагент № 2. Розчин 2,4-ДНФГ 

Реагент № 3. Калібратор (розчин пірувату натрію ) ( 1,0 ммоль/л 

Реагент № 4. NaOH (концентрований)  
Аналіз проводили за наступною схемою (табл. 2.1):

 Таблиця 2.1
Схема внесення реагентів для оцінки активності АлАТ та АсАТ

	Помістити в пробірки
	         Дослідна проба, мл
	Контрольна проба, мл

	Реагент № 1А чи
Реагент № 1Б
	0,25
	0,25

	Сироватка крові
	0,05
	(

	Інкубувати на водяній бані при 37 (С 30 хв при аналізі активності АлАТ

чи 60 хв при аналізі активності АсАТ

	Реагент №2

Сироватка
	0,25

(
	0,25

0,05


Через 20 хв (18(25(С) в  пробірки вносили по 2,5 мл 0,4 моль/л розчину NaOH и через 5 (10 хв фотометрували проти контрольної проби при довжині хвилі 500(560 нм ((opt = 537 нм) в кюветах з товщиною поглинаючого шару 1 см.
 Для оцінки активності будували калібрувальний графік за наступною схемою (табл. 2.2):
Таблиця 2.2
Побудова калібрувального графіка для оцінки активності АлАТ та АсАТ

	 
№
	Реагент 
№ 3
	Вода або

Реагент № 1
	Реагент
№ 2

 
	Активність 
Ензиму

	 
	мл
	Мл
	мл
	ммоль/(с ( л)
	ммоль/(год(л)

	1

2

3

4

5

6

К
	0,025

0,050

0,075

0,100

0,125

0,150

-
	0,275

0,250

0,225

0,200

0,175

0,150

0,300
	0,25

0,25

0,25

0,25

0,25

0,25

0,25
	0,278

0,556

0,834

1,112

1,390

1,668

-
	1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

-


Через 20 хв (18(25(С) у пробірки вносили по 2,5 мл 0,4 моль/л розчину NaOH та через 5(10 хв фотометрирували проти контрольної проби при довжині хвилі 500(560 нм ((оpt = 537 нм) у кюветах з товщиною поглинаючого шару 1 см.
Розрахунок активності ензимів в сироватці крові проводили за калібрувальним графіком в ммоль/л.
2.3. Дослідження фрагментації ДНК методом ДНК-комет
Гель-електрофорез поодиноких клітин (метод ДНК-комет) є високочутливим методом. Метод ґрунтується на аналізі електрофоретичної рухливості ДНК поодиноких клітин, іммобілізованих в агарозному гелі [40(. Суспензію лімфоцитів інкубували в ЗФР, після цього клітини осаджували центрифугуванням при 1500 об/хв протягом 2 хв. Потім клітини ресуспендували в ЗФР до концентрації  3×104 клітин /мл. До 0,5 мл суспензії клітин додавали 1,5 мл 1%–ї агарози. 
Одержану суспензію наносили на охолоджене предметне скельце. Скельця обробляли лізуючим буфером (30 мМ EДTA, 0,5% SDS, pH 8,0) протягом 4 год при температурі 50°С. 
Далі їх промивали ТВЕ–буфером (90 мМ трис, 2 мМ EДTA, 90 мМ борна кислота, pH 8,5) протягом 2 год, після цього здійснювали електрофорез у ТВЕ–буфері (25 хв, 0,55 V/см²). 

Після електрофорезу зразки забарвлювали протягом 1 год 2,5 мкг/мл розчином пропідій йодиду. Візуалізацію результатів проводили за допомогою флуоресцентного мікроскопа («Karl Zeiss», Німеччина). 

Комети класифікували із використанням стандартної таблиці співвідношення розмірів «голови» та «хвоста» ДНК-комет (табл. 2.3) [35].
Таблиця 2.3.
Класифікація ДНК-комет

[image: image2.emf]
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3.1. Вміст молекул середньої маси у сироватці крові 
коропа лускатого за дії  Плюмбуму
З процесами перекисного окиснення ліпідів за дії йонів важких металів тісно пов’язане явище ендогенної інтоксикації, що супроводжується утворенням значної кількості характерних метаболітів ( МСМ (8, 20]. 
Поняття МСМ об`єднує різноманітні за хімічною структурою пептидні компоненти, з молекулярною масою 500(5000 Да. Відомо, що МСМ володіють різною біологічною активністю: порушують йонну проникність біомембран, інгібують ензимні системи, зв’язують важливі білки і в тому числі відіграють провідну роль у розвитку ендогенної інтоксикації [27]. Підвищення рівня МСМ спостерігається при погіршенні їх елімінації або при посиленні дії певних токсичних сполук на організм. По своїй суті вони є продуктами розпаду білків (протеолізу) і діють як вторинні ендотоксини, викликаючи порушення різноманітних фізіологічних функцій (8(. Ці властивості починають проявлятися при концентраціях, які значно перевищують фізіологічні. Виходячи з цих положень, ми визначали концентрацію МСМ за дії Плюмбуму у сироватці крові коропа лускатого. 
В результаті 96-годинного витримування коропів у середовищі із солями Плюмбуму було виявлено вірогідне зростання концентрації МСМ в усіх дослідних групах риб. Аналіз отриманих результатів показав, що вміст МСМ зростав за дії 5 ГДК на 20 % (р<0,01), у порівнянні з контрольною групою. Водночас найвища концентрація Плюмбуму, що відповідала 50 ГДК супроводжувалася зростанням рівня МСМ у сироватці крові на 51 % (р<0,01), порівняно до контролю (рис. 3.1). 
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Рис. 3.1. Вміст МСМ у сироватці крові коропа лускатого за дії Плюмбуму (M±m; n=5)

Примітка. Різниця вірогідна порівняно з контролем:*** – p<0,001.

Таким чином, можна стверджувати про зростання ступеня ендогенної інтоксикації в організмі риб при короткотривалій дії Плюмбуму. 
3.2. Визначенння активності аланінамінотрансферази та аспартатаміно-трансферази у сироватці крові коропа лускатого за дії Плюмбуму
Активність внутрішньоклітинних ензимів можуть слугувати молекулярними індикаторами для характеристики змін інтенсивності метаболізму в організмі риб за дії стресових факторів (37(. У цьому відношенні на ряду з ензимами антиоксидантної системи найбільш інформативними є амінотрансферази [33]. Амінотрансферази, які займають важливе місце серед біокаталізаторів, відіграють ключову роль у обміні речовин, об’єднуючи білковий, вуглеводний, ліпідний обмін та цикл трикарбонових кислот. Рівень активності АлАТ і АсАТ використовують як індикатор присутності полютантів у організмі риб та для оцінки ступеня забруднення водного середовища різного роду токсичними речовинами [11, 28]. 
Однією з основних детоксикаційних «фабрик» організму тварин є печінка. Їй належить провідна роль у знешкодженні переважної кількості токсичних метаболітів та екзогенних отруйних сполук. З огляду на виявлене зростання вмісту продуктів оксидативного стресу було вирішено провести моніторинг стану печінки за дії Плюмбуму. У якості маркерів використовувалися найбільш інформативні ензими – АлАТ та АсАТ [33]. 
Тому на наступному етапі роботи було проведено дослідження АлАТ і АсАТ у сироватці крові коропа лускатого за дії різних концентрацій Плюмбуму.
В ході досліджень виявлено вірогідні зміни в активності досліджуваних ензимів у відповідь на збільшення концентрації Плюмбуму у водному середовищі (рис. 3.2). 
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Рис. 3.2. Активність АсАТ та АлАТ у сироватці крові коропа лускатого 
за дії Плюмбуму (M±m; n=5)

Примітка. Різниця вірогідна порівняно з контролем: ** ( p<0,01; *** – p<0,001.
Аналіз отриманих результатів показує, що активність АлАТ і АсАТ сироватки крові за умов впливу 5 ГДК Плюмбуму вірогідно зросла відповідно  на 31 і на 25 % (p<0,01), у порівнянні з контрольною групою. Натомість вплив 50 ГДК Плюмбуму супроводжувався зростанням рівня АлАТ втричі, а АсАТ – у 2,9 разу, порівняно з контролем (p<0,001).
Враховуючи виняткову роль АсАТ і АлАТ в обміні основних метаболітів клітини, активність цих ензимів використовують у якості біохімічного індикатора фізіологічного статусу і клінічного індикатора стресового стану, викликаного захворюванням або інтоксикацією у ряду організмів, у тому числі й риб [37]. Було виявлено їх вірогідну активацію за дії досліджуваних концентрацій Плюмбуму. Дані результати свідчать про значне функціональне навантаження на печінку, яке може бути зумовлене як прямою дією Плюмбуму, так і токсичними продуктами метаболізму, утворення яких індуковане важким металом. Підвищення активності в крові даних ензимів свідчить про порушення цілісності гепатоцитів і є індикатором ушкодження печінки. 
3.3. Комет-аналіз ступеня ушкодження ДНК лімфоцитів крові коропа лускатого за дії Плюмбуму
Для виявлення ендогенної інтоксикації організму доцільно аналізувати активацію апоптозу лейкоцитів/лімфоцитів. Морфологічними ознаками апоптозу є дегенеративні зміни у ядрі, які проявляються різним ступенем ушкодження ДНК (12; 24; 25; 34(. Одним з параметрів активації апоптозу лейкоцитів є утворення дволанцюгових розривів ДНК, для виявлення яких нами проведено комет-аналіз ступеня ушкодження ДНК лімфоцитів коропа лускатого за впливу різних концентрацій Плюмбуму. Метод ДНК-комет дозволяє реєструвати утворення високомолекулярних фрагментів ДНК на ранніх етапах апоптозу, коли структурні зміни ядра ще не виявляються [24; 26]. Цей метод дозволяє виявляти пошкодження на клітинному рівні і знайшов широке застосування для дослідження впливу різних екстримальних чинників зовнішнього середовища на живі організми [29]. Суть методу полягає у тому, що клітини з фрагментованою ядерною ДНК утворюють на електрофореграмі своєрідний ореол, який схожий на хвіст комети. Вважається, що розміри хвоста клітин позитивно корелюють зі ступенем фрагментації ДНК [26].

У результаті проведеного аналізу було виявлено, що у риб контрольної групи найбільшу частку мали комети 0 типу (92,5%), а решта класів комет були представлені у слідових кількостях (табл. 3.1).

Таблиця 3.1
ДНК-комети лімфоцитів крові коропа лускатого

 за дії різних концентрацій Плюмбуму, % (M±m; n=5)

	Клас комет
	Контроль
	Концентрація Плюмбуму (Pb2+)

	
	
	0,5 мг/л 

(5 ГДК)
	5 мг/л 

(50 ГДК)

	0
	92,5±3,2
	92±3,1
	81,7±2,4*

	І
	5,5±0,3
	6,3±0,5
	12,4±0,8***

	ІІ
	1,2±0,1
	1,5±0,3
	3,1±0,2**

	ІІІ
	0,8±0,2
	0,2±0,01
	2,8±0,4**

	ІV
	0,6±0,1
	0,8±0,2
	5,9±0,8***


Примітка. Різниця вірогідна порівняно з контролем:* ( p<0,05; ** ( p<0,01; *** – p<0,001.
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Рис. 3.3. Типова комета нульового класу за дії 5 ГДК Плюмбуму 

За дії 5 ГДК Плюмбуму спостерігали найбільшу частку комет нульового класу (рис. 3.3), які характеризуються повною відсутністю дволанцюгових розривів ДНК. Також не було виявлено вірогідних змін у кількості жодного з класів комет, хоча відмічалася тенденція до зростання вмісту фрагментованої ДНК у виявлених кометах четвертого класу (табл. 3.1 рис. 3.4).
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Рис. 3.4. ДНК-комети четвертого класу за дії 5 ГДК Плюмбуму
Водночас 50 ГДК Плюмбуму призводили до зростання кількості ДНК-комет усіх класів. Кількість ДНК-комет нульового класу знизилася на 11,5 %. Частка інших класів зросла – для першого класу цей показник збільшився у 2,3 (p<0,001), для другого – у 2,5 (p<0,01), для третього – у 3,5 (p<0,01), для четвертого – у 9,8 разу (p<0,001). У загальній кількості частка всіх класів утворених комет не була значною, проте тенденція до зростання рівня ушкодження ДНК за дії досліджуваного важкого металу є незаперечною. 

Для дослідних груп риб, які утримувалися з концентрацією Плюмбуму, що відповідала 50 ГДК була характерною наявність кількох комет четвертого класу в одному полі зору, чого не спостерігалося в інших групах дослідних риб (рис. 3.5). 
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Рис. 3.5. ДНК-комети четвертого класу за умов дії 50 ГДК Плюмбуму
Під час проведених досліджень було з’ясовано, що 5 ГДК Плюмбуму не викликають істотних змін у кількості ДНК-комет лімфоцитів коропа лускатого, у порівнянні з контролем. Натомість 50 ГДК Плюмбуму спричиняє достовірне зростання (p<0,01(0,001) показника дволанцюгових розривів ДНК у лейкоцитах, що відображалося у збільшенні кількості комет вищих класів у дослідних групах риб. Виявлені зміни у ядрах лімфоцитів свідчать про активацію процесів апоптозу цих клітин у відповідь на ендогенну інтоксикацію Плюмбумом. 
Таким чином, ми встановили концентраційну залежність зростання рівня розривів ДНК, що виявлялося у збільшенні кількості комет вищих класів у зразках, які піддавалися впливу Плюмбуму. Дані результати можуть пояснюватися значною проникною здатністю Плюмбуму, який здатен легко проходити не тільки через плазматичну, а й через ядерну мембрану клітин [30]. 
ВИСНОВКИ

У науковій роботі наведено результати дослідження токсичного впливу Плюмбуму на показники ендогенної інтоксткації організму та ступінь ушкодження ДНК лімфоцитів крові коропа лускатого. Встановлено підвищення ступеня фрагментації ядерної ДНК лімфоцитів на тлі зростання ендогенної інтоксикації організму коропа лускатого у відповідь на короткотривалу дію підвищених концентрацій Плюмбуму. 
1. Показано, що 50 ГДК Плюмбуму спричиняє достовірне зростання показника дволанцюгових розривів ДНК у лейкоцитах, що відображалося у збільшенні кількості комет вищих класів у дослідних групах риб. 
2. Виявлено, що після 96-годинної експозиції риб з 50 ГДК Плюмбуму вміст молекул середньої маси у сироватці крові підвищився на 51 % (p<0,01). Концентрації, еквівалентні 5 ГДК Плюмбуму, зумовили зростання досліджуваного показника на 20 % (р<0,001). 
3. Встановлено, що активність аланінамінотрансферази і аспартатамінотрансферази вірогідно зростає у крові риб за умов дії Плюмбуму у 1,3–3 рази, порівняно з контрольною групою риб. 
4. Доведено перспективність використання методу ДНК-комет в якості сучасного біомаркера генотоксичності важких металів.
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