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исследованные группы рыб отличаются между собою. Охарактеризованы особенности 
активности неферментативного звена системы антиоксидантной защиты в крови карпов в 
процессе онтогенеза.

THE DYNAMICS OF ACTIVITY OF NON ENZYMATIC LINK IN THE SYSTEM 
OF ANTIOXIDANT PROTECTION IN CARPS’ BLOOD OF NESVICH ZONAL TYPE 

IN THE PROCESS OF ONTOGENEZIS

I. Osoba, I. Grytsyniak

The comparative analysis of state of non enzymatic link in the system of antioxidant protec-
tion of one and two years old scaled and framed carps’ sera blood of nesvich zonal type have 
been carried out. In the beginning of vegetation period the contents of retinol in the blood of 
one year old fish was in track quantity and according to the contents of tocopherol the groups of 
fish which are under investigation are different between each other have been determined. Have 
been characterized peculiarities of the activity of non enzymatic link in the system of antioxidant 
protection in carps’ blood in the processes of ontogenesis.

В Європі на даний час зареєстро-
вано близько 100 тис. хімічних сполук, 
що мають комерційне застосування [1]. 
Згідно з новим законодавством ЕС [2] 
всі хімічні сполуки (як ті, що вже вико-
ристовуються, так і ті, що проходять сер-
тифікацію), сировина для їх отримання 
та проміжні продукти, щорічний об’єм 
виробництва яких перевищує 1000 кг, 
підлягають перевірці на токсичність. Під 
ці вимоги підпадають приблизно 30 тис. 
сполук. 

Для дослідження їх токсичності Ор-
ганізація з економічного партнерства і 
розвитку (OECD) рекомендує викорис-
тання відповідних модельних організмів 
та ряд біологічних тестів. Ці методики 
поділяються на гострі (96 год) та хро-
нічні (14 діб). Смертність організмів у 
ході досліду є досить невизначеним ін-
тегральним показником і залежить від 
концентрації і токсичності речовин, що 
перевіряються. 

Запропоновані тести є доволі мало-
інформативними, позаяк дають змогу 

визначити смертельну концентрацію, 
але нічого не говорять про механізм дії 
токсиканта. Крім того, проведення екс-
периментів на дорослих тваринах спри-
чиняє багато нарікань з погляду біоетики. 
Тому основною метою дослідників було 
створення такої методики, яка б дала 
можливість проводити оперативне тес-
тування з визначенням механізму ток-
сичного впливу на молекулярному рівні 
без використання дорослих тварин [3]. 
Очевидні переваги тест-систем in vitro
включають короткі експозиції і обмежену 
кількість біологічного матеріалу. Проте 
неможливість екстраполювати на хре-
бетних тварин результати, отримані при 
тестуванні на безхребетних організмах, 
потребувала вдосконалення існуючих 
методик біотестування.

Токсикологічні дослідження з вико-
ристанням ембріонів даніо (Danio (Bra-
chydanio) rerio) почались уже досить 
давно [4]. Використання її як успішної 
моделі відоме з початку нового тисячо-
ліття. На сьогодні це загальновизнана 
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модель для досліджень у царині біології 
і медицини.

Danio (Brachydanio) rerio в природних 
умовах мешкає у прісних водах східної 
частини узбережжя Індії і була описана 
ще у 1822 р. Вперше до Європи ця риб-
ка потрапила у 1905 р. і швидко набула 
неабиякої популярності серед акваріу-
містів завдяки простоті умов утриман-
ня і відтворення. Зацікавлення вчених 
вона викликала в зв’язку з пошуками 
оптимальної хребетної моделі для біо-
тестування, оскільки результати отримані 
при використанні таких традиційних 
об’єктів, як комахи (плодова мушка дро-
зофіла), ракоподібні (дафнії), рослини 
(деякі водорості) не могли адекватно 
інтерпретуватись щодо подібності впливу 
токсичних агентів на життєдіяльність 
інших організмів. Методики біотесту-
вання з використанням гризунів часто 
виявляються малопридатними в зв’язку з 
низькою пропускною здатністю, складніс-
тю і високою вартістю. При застосуванні 
до гризунів ембріотоксикологічних тестів 
справа погіршується відносно великими 
термінами вагітності і обмеженою кіль-
кістю приплоду.

Використання у подібних досліджен-
нях ембріонів даніо виявляє низку пере-
ваг порівняно з іншими методиками:

• ембріони її легкопроникні для низь-
комолекулярних сполук, що можуть бути 
внесені безпосередньо до інкубаційного 
контейнера;

• прозорий хоріон дає змогу вести 
спостереження за розвитком ембріона;

• ікринка розвивається досить швид-
ко і за 4 доби перетворюється на вільно 
плаваючий ембріон;

• через 3 доби після запліднення в 
ембріона функціонують кровоносна і 
нервова системи;

• на різних стадіях розвитку ембріона 
доступне вивчення елементарних тканин, 
диференціації органів та їх функціону-
вання;

• при дослідженні гострої токсичності 
(ЛД50) можливе паралельне проведення 
спостережень за смертністю і тератоген-
ним впливом сполук що досліджуються 
[5].

Крім того, Danio rerio активно вивчала 
біологічна наука в найширших її аспектах 
протягом останніх десятиліть. Ця рибка 

була першим видом хребетних, геном 
якого було прочитано. Завдяки цьому 
факту вона стала одним з улюблених 
об’єктів у царині молекулярної генетики 
і біології розвитку [6].

Оцінюючи можливість використан-
ня даніо як прогностичну модель для 
оцінки ембріотоксичності і безпеки за-
стосування ліків, перевірено 12 сполук, 
для яких було визначено величину ЛД50, 
а також (використовуючи протокол ві-
зуальної оцінки) відхилення в розвитку 
ембріонів [7].

Результати порівнювали з тератоген-
ністю цих сполук у дослідах на ссавцях. 
При визначенні нетератогенних сполук 
ідентичні ефекти спостерігались у 75% 
випадків, а для тератогенних — у 100% 
[8].

Ембріони даніо використовують для 
визначення як загальної, так і специфіч-
ної токсичності щодо органів і тканин. 
Отримані результати свідчать, що дія 
деяких хімічних сполук, зокрема ліків, 
на різні органи у даніо і ссавців є то-
тожною [9].

Цікавим у науково-практичному пла-
ні є той факт, що більшість генів у даніо 
мають гомологи у людини, а деякі функ-
ціональні домени білків, як наприклад 
АТР-сполучні домени кіназ, — стовідсот-
кову ідентичність. Позаяк сполучення 
деяких хімічних речовин, зокрема ліків, 
часто відбувається на функціональних до-
менах, використання даніо як модельного 
об’єкта у прогнозуванні їх дії на людину 
є досить обґрунтованим [10].

Завдяки протеомним методам стало 
можливим проводити реєстрацію ток-
сичних ефектів на молекулярному рівні 
в реальному часі, аналізуючи білковий 
склад клітин тканин і органів даніо. Ці 
методи в останні роки були значно спро-
щені завдяки використанню аналітичної 
мас-спектрометрії при ідентифікації біл-
ків. Зміни у білковому складі після впливу 
токсикантів допомагають визначити нові 
діагностичні стресові маркери. Напри-
клад, продукти розщеплення основних 
білків жовтка — вітелогенинів можуть 
слугувати індикаторами токсичного стре-
су в ембріонів даніо [11].

Використовуючи молекулярно-гене-
тичні методи стало можливим оцінювати 
вплив тератогенних речовин у підгостро-
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му діапазоні. Нова методика отримала 
назву молекулярного тератогенного тес-
ту Danio rerio (MolDarT) [12, 13].

Цей нескладний тест із залученням 
ПЦР-аналізу в реальному часі дає змогу 
визначити дію токсикантів за їх впливом 
на мРНК як проміжну ланку між геном 
і білком. Порівняння дослідних і конт-
рольних груп ембріонів — визначити 
наявність впливу токсиканта на кіль-
кість мРНК і відповідно експресію гена. 
Було встановлено, що ген vitellogenin 1, 
експресія якого вже була достатньо ви-
вчена, може слугувати біомаркером для 
естрогеноподібних речовин. Він кодує 
протеїни запасного жовтка ембріонів риб, 
і його активність регулюється ендогенни-
ми естрогенами. Зазвичай цей механізм 
задіяний лише у статевозрілих самок, 
проте такий ефект може спостерігатися 
і у самців при наявності естрогенів чи 
естрогеноподібних речовин у навколиш-
ньому середовищі. Експресія гена віте-
логеніну впевнено детектується в період 
48–120 год після запліднення.

Було встановлено, що такі речовини, 
як протизаплідний оральний гормон ети-
лестрадіол і бісфенол А (наймасовіший 
естрогеноподібний забруднювач водного 
середовища, який використовується у 
виробництві полікарбонатних пластмас) 
стимулюють активність гена vitellogenin 1
залежно від концентрації і часу його 
експозиції [14].

MolDarT є універсальним модульним 
тестом, який можна застосовувати за 
умови використання відповідних генетич-
них маркерів. Швейцарські дослідники 
зараз пропонують такі відпрацьовані 
генетичні тести:

• тест на естрогеноподібні речовини 
(ген vitellogenin 1);

• імунотоксикологічний тест (ген 
активації перекомбінації);

• тест на важкі метали (ген metal-
lothionein 2);

• токсичність поліциклічних арома-
тичних вуглеводнів і діоксинів (генне коду-
вання ароматази для цитохрому P450).

Ці тести виконуються швидко і де-
шево, потребують незначної кількості 

клітинного матеріалу і можуть бути ви-
користані для аналізу речовин невідомого 
складу з метою оцінки можливих ризиків 
[15]. Крім використання у екотоксико-
логії, даніо все частіше використовують 
у фармакогеноміці [16].

В умовах неможливості застосуван-
ня протеоміки і методів токсигеноміки, 
можливе використання більш звичних 
гострих і хронічних тестів на ембріонах 
даніо для оцінки токсичних ефектів. Такі 
тести допомагають визначати не лише 
смертність, а й порушення розвитку емб-
ріонів, тератогенність токсикантів.

Цікаві результати були отримані при 
оцінці токсичного впливу тонких плівок, 
які утворюються на пласких непроникних 
поверхнях у міських умовах і мають у 
своєму складі n-алкани, поліхлоровані 
ароматичні вуглеводи і поліхлоровані 
дифеніли. Виконані експерименти пока-
зали, що інкубація ікри даніо в екстракті 
з вказаних плівок, призводила до леталь-
них наслідків, а у випадку використання 
розчинів зі зниженою концентрацією, 
було виявлено істотний вплив цих сполук 
на серцево-судинну діяльність та нервову 
систему [16].

На законодавчому рівні для біоло-
гічного тестування якості води вже пе-
редбачається використання ембріонів 
даніо [17].

Варто зауважити, що для успішного 
використання описаних методів серйозну 
увагу треба приділяти генетичній одно-
рідності при розведенні плідників даніо. 
Неприпустиме використання ембріонів 
невизначеного походження і рівня гете-
розиготності, бо результати токсиколо-
гічних досліджень можуть бути значно 
спотворені.

Аналізуючи наведену вище інформа-
цію, можна дійти висновку про значний 
розвиток методів протеоміки, токсогеномі-
ки і фармакогеноміки. На особливу увагу 
заслуговує той факт, що використовуючи 
порівняно недорогі та доступні експрес-
методи, вже зараз можливе визначення 
вмісту важких металів, діоксинів і ток-
сичних гормоноподібних речовин у при-
родних водах, кормах і товарній рибі.

Черепнін В.О.
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