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Одержано�ф�н�ціональне�підтвердження�наявності�базальної�Ca2+-незалеж-
ної,�Mg2+-залежної�АТФ-ази���зарод�ових��літинах�в’юна�Misgurnus�fossilis�L.�На
ранніх�стадіях�розвит���зарод�ів�виявлено�періодичні�зміни�а�тивності��абаїн-
резистентної�базальної�Mg2+–АТФ-ази�за�нормальних��мов�розвит��.�Досліджено
вплив�та�их��атіонів�двовалентних�металів,�я��Cd2+,�Zn2+,�Mn2+�на�а�тивність�Mg2+–
АТФ-ази� бластомерів� протя&ом�ранньо&о� ембріо&енез�.� Визначення� �онстант
напівін&іб�вання�І

50
�дало�змо&��проаналіз�вати�ч�тливість�дослідж�ваної�АТФ-ази

зарод�ів�до�вплив���атіонів�двовалентних�металів�протя&ом�синхронних�поділів
бластомерів.�Встановлено,�що�найбільш�виражений�ін&іб�вальний�вплив�на�Mg2+-
АТФ-азн��а�тивність�здійснює�Cd2+,�менш�виражений�–�Zn2+,�і�найнижча�іна�ти-
в�юча�дія�хара�терна�для�Mn2+.

Ключові�слова: базальна�Ca2+-незалежна,�Mg2+-залежна�АТФ-азa,� зарод�и
в’юна,�плазматична�мембрана,�Cd2+,�Mn2+,�Zn2+,�поділ�бласто-
мерів.

THE�INFLUENCE�OF�BIVALENT�CATIONS�ON�THE�BASAL
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The� functional� confirmation� of� Са2+-independent,�Mg2+-dependent� ATPase
presence�in�the�loach�Misgurnus�fossilis�L.�embryo�was�obtained.�It�was�found�out
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the�periodic�changes�of�ouabain-resistance�basal�Mg2+–АТРase�activity�at�normal�condi-
tions�during�early�stages�of�development.�The�influence�of�some�bivalent�metal�cations
as�Cd2+,�Zn2+,�Mn2+�on�Mg2+–АТPase�activity�of�loach�embryo�(Misqurnus� fossilis�L.)
during�early�embryogenesis�was�investigated.�The�determination�at�inhibition�constants
(І

50
)� �permitted� to�analyse� this�ATPase�sensibility� to� the� influence�of�metal�cations

during�the�synchronous�blastomer�divisions.�The�value�of�І
50
�during�the�investigated

period�of�development�confirmed�higher� inhibition� influence�of�cations�of�Cd2+�and
lower�inhibition�influence�–�for�Zn2+�and�Mn2+�cations.

Key�words: basal�Mg2+-dependent�ATPase,�loach�embryos,�plasma�membrane,
Cd2+,�Mn2+,�Zn2+,�blastomers�divisions.

ВСТУП

Для� плазматичної�мембрани� (ПМ)� ба&атьох� видів� �літин� властива� досить
висо�а�а�тивність��абаїнрезистентної�базальної�Са2+-незалежної�Mg2+-залежної
АТФ-ази�(Mg2+–АТФ-аза,�EC�3.6.1.3),�я���визначають�за�відс�тності�в�ін��бацій-
ном��середовищі�Са2+�та�за�прис�тності�Mg2+.�Цю�транспортн��АТФ-аз��виявлено,
зо�рема,�в�ПМ�еритроцитів,��літин�моз��,�&епатоцитів,�міоцитів�с�дин� і�мат�и
[11,�17,�19,�22].�Зо�рема,���матці��ролиць�вона�може�становити�80÷100�м�молів
Р

і�
/&од� на� 1�м&� біл�а� [2].� У� зв’яз��� з� виявленням� ��фра�ції� ПМ�реа�ції�Mg2+-

залежно&о�&ідроліз��АТФ,�для�я�о&о�не�потрібні�іони�Са2+,�можна�прип�стити,�що
він�забезпеч�ється�базальною�Са2+-незалежною�Mg2+–АТФ-азою,��отрій�прита-
манна�фізіоло&ічно� висо�а� спорідненість� до� іонів�Mg2+� (К

а
≈107�м�М)� і� я�а� є

мар�ером�цієї�фра�ції,�я��і�Na+,�K+–АТФ-аза.
Фізіоло&ічн��роль�Са2+-незалежно&о�Mg2+-залежно&о�ферментативно&о�&ідро-

ліз��АТФ���фра�ції�ПМ�досі�не�з’ясовано.�Ймовірно,�що�ця�ф�н�ція�неодна�ова
для�різних�т�анин�і�об’є�тів.�Та�,�зо�рема,�в�центральній�нервовій�системі�Mg2+–
АТФ-аза�може�&ідроліз�вати�АТФ���пресинаптичній�і�постсинаптичній�мембранах,
�онтролюючи� та�им� чином� �онцентрацію� я�� АТФ,� та�� і� само&о� аденозин�� в
синаптичній�щілині�[19].�Дея�і�автори�[5,�16]�не�ви�лючають,�що�Ca2+-незалежна,
Mg2+-залежна� АТФ-аза�ПМ� �літин�моз��� риб� є� частиною�АТФ-зв’яз�вальних
діляно��на�ГАМК-ре&�ляторних�Cl–-�аналах.�Mg2+–АТФ-аза�ПМ�еритроцитів��онтро-
лює� їхню�форм��шляхом� АТФ-залежної� трансло�ації� фосфатидилсерин�� та
фосфатидил-етаноламін��з�поверхнево&о�шар��ліпідів�ПМ�до�вн�трішньо&о�[11].
На� �літинах�меланоми� та� в�мембрані� &лад�ом’язових� �літин� трахеї� виявлено
асоціацію�Mg2+–АТФ-ази�з�протонним�насосом�[12].

Моле��лярні�механізми�то�сичної�дії�дея�их�біоло&ічно�важливих�металів�часто
пов’яз�ють� не� лише� з� �ні�альними�ф�н�ціями� цих�металів,� а� й,�що� не�менш
важливо,�з�їх�анта&оністичними�властивостями�в�реалізації�транспортних�процесів
�літин.�Відомо,�що��атіони�двовалентних�металів�Ni2+,�Cd2+,�Mn2+,�Co2+,�Sr2+,�Ba2+,
Zn2+�[1],�Cu2+�[23]�та�Pb2+�[24]�іна�тив�ють�та���мембранн��систем��транспорт�,
я��Nа+,�К+–АТФ-аз�.�Я��свідчать�дані�Пе�ера�та�Лотерштайна�[20],��атіони�Mn2+,
Co2+,�Zn2+�і�Fe2+�та�ож�здатні�заміняти�Cа2+���процесі�Cа2+,�Mg2+-залежно&о�&ідроліз�
АТФ�вези��лами�мі�росомної�фра�ції�&епатоцитів�щ�рів.�Відомості�про�здатність
�атіонів�Cd2+,�Mn2+�та�Zn2+�модифі��вати�робот��базальної�Са2+-незалежної�Mg2+-
залежної�АТФ-ази�є�нечисленними,�том��доцільним�є�дослідження�вплив��цих
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�атіонів�на��абаїнрезистентний�Mg2+-залежний�ферментативний�&ідроліз�АТФ,
зо�рема,�впродовж�ранньо&о�ембріо&енез��зарод�ових�ор&анізмів.

То�сичний�вплив��адмію�пов’язаний�з�йо&о���м�ляцією�в�ор&анізмі,�а�та�ож
зі�здатністю�ініціювати�вільноради�альне�о�ислення�[21],�що�є�причиною�пош�од-
ження�мембранних�та� інших�ліпопротеїнів,� іна�тивації�мембранних�ферментів,
при&нічення�поділ���літин.�У�дослідженнях�вплив��на�ор&анізм��оропа�л�с�ато&о
(Cyprinus�carpo�L.)�[6]�іонів�цин��,�мар&анцю�та�свинцю,�а�та�ож�за��мов�їх�с�міс-
но&о� вплив�,� спостері&али� зміни� а�тивності� с�перо�сиддисм�тази,� �аталази,
&л�татіонперо�сидази�та�посилення�процесів�перо�сидації�ліпідів,�що�свідчить
про�розбаланс�вання�системи�антио�сидантно&о�захист�.�Я��відомо,�цин�,�незва-
жаючи�на�постійн��валентність,� істотно�впливає�на�редо�с-стат�с��літини,�що
надзвичайно�важливо�для�зарод�ових��літин,�через�змін��співвідношення�вміст�
тіолів�я����вільном��стані,�та��і�в��оординованих�зв’яз�ах�з�металом�(врахов�ючи
й�Ме2+-зв’яз�ючі�центри�мембранних�ферментів)�[15].

Метою�роботи�б�ло�визначення�питомої�Са2+-незалежної�базальної�Mg2+–АТФ-
азної�а�тивності�зарод�ів�Misgurnus�fossilis�L.�та�дослідження�особливостей�вплив�
�атіонів�Cd2+,�Mn2+�та�Zn2+�на��абаїнрезистентний�Mg2+-залежний�&ідроліз�АТФ.

МАТЕРІАЛИ�І�МЕТОДИ�ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження,�проведені�на�зарод�ах�в’юна�(Misgurnus�fossilis�L.)���період�від
запліднення� до� стадії� 10� поділ�� бластомерів� (2,� 16,� 64� бластомерів,� 8� та� 10
поділи).�І�р��одерж�вали�через�36�&од�після�стим�ляції�хоріо&онічним�&онадотро-
піном�(500�од.)�та�запліднювали�в�чаш�ах�Петрі�с�спензією�сперміїв�за�Нейфахом
[7].�Після�запліднення�(через�5–10�хв)�зи&оти�відмивали�й�ін��б�вали���розчині
Гольтфретера�(t=21oС).�Стадії�розвит����онтролювали�віз�ально�під�біно��лярним
мі�рос�опом�МБС-9.

Мі�росомн��фра�цію�мембран�зарод�ів�одерж�вали�методом�диференцій-
но&о� центриф�&�вання� �� &радієнті� &�стини� сахарози,� я�� описано� �� статті� [3].
Решт�и�зарод�ово&о�жовт�а�осадж�вали�центриф�&�ванням��продовж�10�хв�при
1600�g.�Надосадов��рідин�,�зба&ачен��фра&ментами�плазматичної�та�рети��лярної
мембран,�центриф�&�вали�10�хв�при�10�000�g�і�збері&али�при�t=20оС�[3].

Перед�почат�ом�е�сперимент��алі�вот��с�спензії�мембранно&о�препарат�
(10�м�л)�переносили���стандартне�середовище�ін��бації,�я�е�містило�(ммоль/л):
NaCl�–�30,0;�KCl�–�125,0;�MgCl

2
�–�3,0;�АТФ-Na

2
�–�3;�Tris-HCl�–�50,0�(рН�7,4;�21оС).

Питом��а�тивність�Ca2+-незалежної,�Mg2+-залежної�АТФ-ази�визначали�за�відс�т-
ності�іонів�Ca2+,�з�додаванням�1�мМ�EГTA�та�відповідних�ін&ібіторів:�1�мМ��абаїн�
(ін&ібітор�Na+,�K+–АТФ-ази�ПМ)�та�NaN

3
�(ін&ібітор�АТФ-ази�мітохондрій),�0,1�м�М

тапси&ар&ін��(ін&ібітор�Ca2+,�Mg2+–АТФ-ази�ЕПР).�Ферментативн��реа�цію�ініціюва-
ли�введенням���реа�ційне�середовище�алі�воти�мембранно&о�препарат�,�а�з�пи-
няли�додаванням�10%�ТХО.

Питом��а�тивність�Mg2+-АТФ-азної�системи�дослідж�ваних��літин�оцінювали�за
різницею�між��іль�істю�Р

і
,�що��творився�в�середовищі�ін��бації�різно&о�с�лад��за

наявності� та�відс�тності�фра&ментів�мембран,� з� �рах�ванням�поправ�и�на�вміст
ендо&енно&о�Р

і
�в�мембранном��препараті�й�виражали�в�м�молях�Р

і�
���перерах�н���за

1�&од�на�1�м&�біл�а.�Кіль�ість�прод��т��реа�ції�Р
і
�визначали�за�модифі�ованим�методом

Фіс�е-С�ббаро��[5],�а�вміст�біл�а�в�с�спензії�мембранно&о�препарат��–�за�методом
Ло�рі�[14].�Ймовірність�одержаних�по�азни�ів�визначали�за�t-�ритерієм�Стьюдента.
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Для�повноти�хара�теристи�и�варіабельності�змін�базальної�а�тивності�Mg2+–
АТФ-ази�зарод�ів�за��мов�дії��атіонів�двовалентних�металів�визначено��онстант
напівін&іб�вання� (І

50
),� шляхом� лінеаризації� одержаних� �ривих� доза-ефе�т� �

ло&арифмічних� �оординатах.�Числові� значення� І
50�
для�дослідж�ваних�фа�торів

на�різних�стадіях�розвит���визначали���точці�перетин��одержаних�прямих�із�віссю
абсцис.� Обчислення� лінеаризованих� &рафі�ів� проводили� з� ви�ористанням
найменших��вадратів�(значення�r�становило�0,90–0,99).

У�роботі�застосов�вали�та�і�реа�тиви:�EGTA,�NaN
3
�(„Merk”,�Німеччина),��абаїн

(„Fluka”,�Швейцарія),� АТP� („Acros”,� Бель&ія),� трис-&ідро�симетил-амінометан,
тапси&ра&ін�(„Sigma”,�США).�Інші�реа�тиви�вітчизняно&о�виробництва,��валіфі�ації
х.ч.�або�ч.д.а.

РЕЗУЛЬТАТИ�ДОСЛІДЖЕНЬ�ТА�ЇХНЄ�ОБГОВОРЕННЯ

З�о&ляд��на�дані�літерат�ри�[2]�можна�прип�стити,�що�фра�ція�бластодерм
зарод�ів�є�&етеро&енною�я��за�своєю�тополо&ією,�та��і�за�спе�тром�а�тивності
ло�алізованих���ній�АТФ-&ідролаз�(Na+,�K+–;�Ca2+,�Mg2+–;�Mg2+–�та�Ca2+–АТФ-ази)
і�домішо��фра&ментів�мембран�інших�с�б�літинних�стр��т�р�(мітохондрій,�ЕПР),
я�і�здатні�&ідроліз�вати�АТФ�за�наявності���середовищі�іонів�Mg2+.

Прис�тність�1�мМ�EГTA���без�альцієвом�,��абаїн-� і�азидвмісном��середо-
вищі�ін��бації�пра�тично��неможливлює�ферментативний�&ідроліз�АТФ�Ca2+,�Mg2+–
АТФ-азами�ПМ�та�ЕПР,�Na+,�K+–АТФ-азою�ПМ�та�Ca2+АТФ-азою�мітохондрій.�Отже,
за�приріст�Р

і
�відповідає�Mg2+–АТФ-аза,�середнє�значення�а�тивності�я�ої�становить

2,4±0,3�м�моль�Р
і
/&од�на�1�м&�біл�а�(рис.�1).�У�попередніх�дослідах�встановлено,

що�на�стадії�2�бластомерів�внесо�
а�тивності�Mg2+–АТФ-ази���за&аль-
ний�Mg2+-залежний�ферментатив-
ний�&ідроліз�АТФ�становить�при-
близно�39,7%�(через�60�хв�після
запліднення)�[9].

На�стадії�поділ��16�бластоме-
рів�(150-та�хв)�Mg2+–АТФ-азна�а�-
тивність� зростає� на� 93,4±1,2%
порівняно� з� першою� стадією
розвит��� зарод�ів� і� становить
4,6±0,6� м�моль� Р

і�
/&од� на� 1� м&

біл�а.�За��мов�подальшої�ін��бації
мі�росомної� фра�ції� мембран
зарод�ів,�на�210-й�хв�(рис.�1,�ста-
дія�64�бластомерів)�за�прис�тності
�абаїн�� та� азид�� натрію� (1�мМ),
рівень�Р

і
� ��без�альцієвом��Mg2+-

вмісном�� середовищі� становив
3,8±0,5� м�моль� Р

і�
/&од� на� 1� м&

біл�а.�Отже,�відмічено�зростання
Mg2+–АТФ-азної� а�тивності� в� се-
редньом��на�57,1±7,6%�відносно
першої�стадії�розвит���зарод�ів.

Рис.�1. А�тивність	 базальної	Mg2+–АТФ-ази	 зарод�ів
в’юна	на	різних	стадіях	поділ�	бластомерів:
*	–	р	<0,05;**	–	р	<0,01;	***	–	р	<0,001	–	зміни
статистично	 достовірні	 порівняно	 зі	 стадією
2	бластомерів

Fig.�1. Mg2+–АТРase	activity	of	loach	embryo	at	the	dif-
ferent	stages	of	blastomer	divisions.
Significance	level	shown	inside	the	figure,	deter-
mined	by	Student’s	t-test:	*	–	р	<0.05;**	–	р	<0.01;
***	–	р	<0.001
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Ма�симально&о�значення��абаїнрезистентна�базальна�Mg2+–АТФ-азна�а�тив-
ність�плазматичних�мембран�зарод�ів�в’юна�дося&ала�на�восьмій�стадії�поділ�
бластомерів�(270-та�хв�розвит��),�становлячи�5,4±0,5�м�моль�Р

і�
/&од�на�1�м&�біл�а

(підвищ�ється�більше�ніж�на�124,2±10,8%�відносно�першої�стадії�розвит��).�Я�
виявлено���ході�досліджень,�на�десятій�стадії�поділ��бластомерів�(через�330�хв)
не�виявлено�значних�змін�базальної�Mg2+–АТФ-азної�а�тивності,�одна��на�цій
стадії�спостері&али�незначне�зростання�а�тивності�Mg2+–АТФ-ази�порівняно�із
попередньою�стадією�(рис.�1).

Отже,�Mg2+-АТФ-азна�а�тивність�протя&ом�синхронних�поділів�бластомерів
зарод�ів�хара�териз�ється�певною�періодичністю.�Одна��на�десятій�стадії�поділ�
бластомерів�зміни�а�тивності�Mg2+–АТФ-ази�збільш�ються�із�тривалістю�розвит��
зарод�ів.�Слід�зазначити,�що�подібний�хара�тер�змін��продовж�синхронних�поділів
виявлено�і�для�Ca2+,�Mg2+–АТФ-ази�ПМ�зарод�ів�в’юна�[9].�Крім�цьо&о,�встанов-
лено,�що�ма�симально&о�значення�на�восьмій�стадії�поділ��та�ож�дося&ає�Na+,
K+–АТФ-аза,� я�� і� дослідж�вана� �абаїнрезистентна� базальна�Mg2+–АТФ-аза
зарод�ів.�Прип�с�ають,�що�та�і�зміни�а�тивності�мембранозв’язаних�ферментів
пов’язані�з�підвищенням�інтенсивності�е�спресії�моле��л�цих�ферментів�під�час
ранньо&о�ембріонально&о�розвит���зарод�ів.�При�дослідженні�хара�тер��роботи
Nа+,� К+-АТФ-ази� на� зарод�ах�морсь�их� їжа�ів� Strongylocentrotus� purpuratus� i
Litechinus� pictus�[13]�по�азано,�що�а�тивність�її�для�незаплідненої�яйце�літини
та� при� заплідненні�майже� ідентична,� а�швид�е� зростання�Nа+,� К+–АТФ-азної
а�тивності�відб�вається�від�стадії�бласт�ли�до�стадії�ранньої�&астр�ли,�після�чо&о
залишається�незмінною�до�стадії�вил�плення.�Подібні�зміни�Nа+,�К+–АТФ-азної
а�тивності�до�стадії�ранньої�&астр�ли�описано�й�для�іншо&о�вид��морсь�о&о�їжа�а
Hemicentrotus�pulcherrimus�[18].�У��інці�період��синхронних�поділів�бластомерів
а�тив�ються�ма�ромоле��лярні�синтези,�особливо�масивний�синтез�нових�мРНК
[8],�що�потреб�є�значних�енер&овитрат�і�приводить�до�перерозподіл��ма�роер&ів,
із�чим,�ймовірно,�і�пов’язана�відс�тність�виражених�змін�ферментативної�а�тив-
ності�енер&озалежних�систем�транспорт��на�цьом��етапі�розвит���зарод�ів.

При�вивченні�механізмів�дії�речовин�різної�природи�значна��ва&а�приділяється
особливостям� їх� взаємодії� з� ПМ,� �отра� є� найпершою� лан�ою� �� сприйнятті
зовнішніх�си&налів,�їх�проведенні�та�трансформації����літинн��відповідь.�Одним
із�найбільш�ч�тливих�по�азни�ів�вплив��речовин�ендо&енно&о�і�е�зо&енно&о�поход-
ження� на� стан� ПМ� є� зміна� а�тивності� мембранозв’язаних� енер&озалежних
ферментів� (АТФ-аз).�Особливо� а�т�альними� є� дослідження� та�их� впливів� на
зарод�ових�об’є�тах,�ос�іль�и�хара�тер�змін�цих�параметрів�внаслідо��вплив�
хімічних�фа�торів���період�ранньо&о�ембріо&енез��відображають�зміни�ф�н�ціо-
нально&о� стан�,� зо�рема,� й� ст�пінь�життєздатності� ор&анізм�,� і� мож�ть� б�ти
про&ностичними�по�азни�ами.

АТФ-&ідролази,�до�я�их�належать�Na+,�K+–;�Ca2+,�Mg2+–;�Mg2+,�Н+–�та�Ca2+–АТФ-
ази,�мають�низ��� спільних�особливостей:� є� іон-транспорт�ючими�ферментами,
мають�ба&ато� &омоло&ічних�послідовностей� ��моле��лі� біл�а,� хара�териз�ються
подібним��інетичним�механізмом�[10].�Виходячи�з�цьо&о�та�врахов�ючи�висо���ч�т-
ливість�АТФ-&ідролаз�до�вплив��фа�торів�дов�ілля,�зо�рема,��атіонів�двовалентних
металів,�доцільно�б�ло�б�дослідити�хара�тер�зміни�а�тивності�базальної�Mg2+–АТФ-
ази�зарод�ів�за��мов�вплив���атіонів�Cd2+,�Mn2+�та�Zn2+,�для�роз�міння�ролі�реа�ції
�абаїнрезистентно&о�Mg2+-залежно&о�&ідроліз��АТФ���підтриманні�іонно&о�&омеостаз�
зарод�ів��продовж�розвит��.



Біоло�ічні	ст�дії	/	Studia	Biologica	•	2008	•	Том	2/№1	•	C.	61–70

66 М.�В.�Целевич

У� ході� проведених� досліджень
встановлено,� що� на� першій� &одині
розвит���(стадія�2�бластомерів)�а�тив-
ність� базальної�Mg2+–АТФ-ази� най-
більш�виражено�зниж�валася�за�наяв-
ності�в�середовищі� ін��бації�хлорид�
�адмію�(на�75,1±3,1%,�рис.�2,�A).�Слід
зазначити,�що�за��мов�вплив���атіонів
двовалентних�металів��продовж�дослід-
ж�ваних�стадій�розвит���мінімально&о
значення�Mg2+–АТФ-азна� а�тивність
дося&ала�власне�на�стадії�2�бластомерів
(0,6±0,3�м�моль�Р

і�
/&од�на�1�м&�біл�а).

При�дії��атіонів�Cd2+���низь�их��онцент-
раціях� (10-5–10-6М)� зміни� базальної
Mg2+–АТФ-азної�а�тивності�мали�менш
виражен�� тенденцію� до� зниження.
Середнє�значення�питомої�Mg2+–АТФ-
азної�а�тивності�зарод�ів�за�та�их��мов
становить�1,4±0,3,� тоді� я�� �� �онтролі
а�тивність� становить�2,4±0,3�м�моль
Р

і�
/&од�на�1�м&�біл�а,�тобто�зниж�ється

на�41,5±9,6%.�Ведення�в�середовище
ін��бації��атіонів�Zn2+�та�Mn2+�(��зазна-
чених��онцентраціях)�спричинює�імовір-
не,� в� середньом��на�45%,� зниження
Mg2+–АТФ-азної�а�тивності�порівняно�з
�онтролем,�значення�я�ої�не�перевищ�-
вало�1,5±0,2�м�моль�Р

і�
/&од�на�1�м&�біл�а.

На�стадіях�16�і�64�бластомерів,�на
відмін�� від� першої� стадії� розвит��,
встановлено�більш�виражен���онцент-
раційн�� залежність� змін� базальної
Mg2+–АТФ-азної�а�тивності�зарод�ів�від

Рис.�2. Mg2+–АТФ-азна	 а�тивність	 зарод�ів
в’юна	 за	 �мови	 вплив�	 �атіонів	Cd2+,
Zn2+,	Mn2+	 �	 діапазоні	 �онцентрацій
10-4

÷10-6	М	на	стадії	розвит��	2	(А),	16
(Б)	та	64	(В)	бластомерів:
Т�т	 і	далі	ймовірні	зміни	порівняно	 із
�онтролем	 *	 –	 р	<0,05;**	 –	 р	<0,01;
***	–	р	<0,001

Fig.�2. Mg2+–АТРase	activity	of	 loach	embryos
under	the	Cd2+,	Zn2+	and	Mn2+	influence
(10-4

÷10-6	М)	on	the	stage	of	2	(А),	16
(Б)	and	64	(В)	blastomers.
Significance	 level	 shown	 inside	 the	 fig-
ure,	 determined	 by	 Student’s	 t-test:
*	–	р	<0.05;**	–	р	<0.01;	***	–	р	<0.001
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вміст��хлоридів�дослідж�ваних�металів���середовищі�ін��бації�(рис.�2,�Б–В).�На
цих�стадіях�а�тивність��абаїнрезистентної�базальної�Mg2+–АТФ-ази�та�ож�с�ттєво
зниж�валася�за�наявності�в�середовищі��атіонів�Cd2+,�навіть�при��онцентрації�остан-
ніх�10-6�М�–�на�43,2±3,2� і�46,9±3,3%�відповідно.�За�та�их��мов�Mg2+–АТФ-азна
а�тивність�зарод�ових�мембран�не�перевищ�вала�1,9±0,3�м�моль�Р

і�
/&од�на�1�м&

біл�а.�Незначні�зміни�а�тивності�мембранозв’язано&о�фермент��зарод�ів�виявлено
при� впливі� хлорид��мар&анцю�на� обидвох� стадіях� розвит��.�Встановлено,�що
а�тивність�Mg2+–АТФ-ази�б�ла�ма�симальною�на�стадії�16�бластомерів�при�дії�хло-
рид��мар&анцю����онцентрації�10-6�М�(3,5±0,2�м�моль�Р

і�
/&од�на�1�м&�біл�а,�рис.�2,�Б),

а�мінімальною�(1,2±0,2�м�моль�Р
і�
/&од�на�1�м&�біл�а)�на�стадії�64�бластомерів�за�дії

10-4�М�хлорид��цин��.�Зміни�Mg2+–
АТФ-азної� а�тивності� за� �мов
вплив��Zn2+�на�зазначених�стадіях
розвит���мають�подібний� хара�-
тер,�я��і�при�дії�Mn2+�(рис.�2,�Б–В).

На�восьмій�стадії�поділ��блас-
томерів,�я��і�на�попередніх�стадіях,
за� �мов� вплив�� �атіонів� Cd2+� в
діапазоні��онцентрацій�10-4

÷10-6�М
відб�ваються�ймовірні� зміни�ба-
зальної�Mg2+–АТФ-азної�а�тивнос-
ті,�я�і�наб�вають�лінійної��онцент-
раційної� залежності� (рис.� 3,�А).
Наявність���середовищі�ін��бації
хлоридів�мар&анцю� та� цин��� не
ви�ли�ає�виражених�змін��абаїн-
резистентної� базальної� Mg2+–
АТФ-азної� а�тивності� зарод�ів
порівняно�з�впливом��атіонів�Cd2+.
In� vitro�а�тивність�Mg2+–АТФ-ази
зарод�ів,�за�вплив���атіонів�Zn2+

та�Mn2+�в��онцентраціях�10-5
÷10-6�М

достовірно�не�змінюється.�На�цій
стадії� розвит���а�тивність�мемб-
ранозв’язано&о�фермент��зарод-
�ів�б�ла�ма�симальною�за�прис�т-
ності� в� середовищі� ін��бації
�атіонів�Mn2+�(10-6�М)�і�становила
3,5±0,5�м�моль� Р

і�
/&од� на� 1�м&

біл�а,�що�відповідає�65%�а�тив-
ності�в��онтролі.

На�останній�стадії�синхронних
поділів� бластомерів� (10� поділ,
рис.�3,�Б)�виявлено�анало&ічні�при-
&ніч�ючі� ефе�ти� вплив�� �атіонів
дослідж�ваних�двовалентних�ме-
талів�на�а�тивність�Mg2+–АТФ-ази

Рис.�3. Mg2+-АТФ-азна	 а�тивність	 зарод�ів	 в’юна	 за
�мови	вплив�	�атіонів	Cd2+,	Zn2+,	Mn2+	�	діапазоні
�онцентрацій	10-4

÷10-6	М	на	восьмій	(А)	та	десятій
(Б)	стадіях	поділ�	бластомерів

Fig.�3. Mg2+-АТРase	activity	of	 loach	embryos	under	 the
Cd2+,	Zn2+	and	Mn2+	influence	(10-4

÷10-6	М)	on	the	8
(А)	and	10	(Б)	stages	of	blastomers	division
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зарод�ів.�За��мов�дії�10-4�М�Cd2+�базальна�Mg2+–АТФ-азна�а�тивність�становила
1,0±0,2�м�моль� Р

і�
/&од� на� 1�м&� біл�а,� тоді� я�� при�дії�Mn2+� (10-6�М)� а�тивність

дослідж�вано&о�фермент��зарод�ів�дося&ала�ма�симально&о�значення�на�цій�ста-
дії�розвит���–�3,5±0,5�м�моль�Р

і�
/&од�на�1�м&�біл�а,�я�е�фа�тично�не�відрізнялося

від�значень�Mg2+–АТФ-азної�а�тивності�на�попередній�стадії�розвит��.
З&ідно�з�отриманими�рез�льтатами�можна�зробити�висново�,�що��атіони�двова-

лентних�металів�Cd2+,�Mn2+�та�Zn2+�(10-4
÷10-6�М)�залежно�від��онцентрації�ін&іб�ють

�абаїнрезистентн��базальн��Mg2+–АТФ-аз��зарод�ів�в’юна�in�vitro�на�різних�стадіях
ранньо&о� ембріо&енез�.�Причом�� зниження� а�тивності�мембранно&о�фермент�
б�ло�найбільш�вираженим�за��мов�вплив���атіонів�Cd2+���всіх��онцентраціях�від
стадії�першо&о�до�стадії�десято&о�поділів�бластомерів.�Наявність�в�ін��баційном�
середовищі��атіонів�Mn2+�та�Zn2+�приводила�до�менш�виражено&о,�одна����всіх
випад�ах�імовірно&о�порівняно�з��онтролем,�зниження�а�тивності�базальної�Mg2+–
АТФ-ази�зарод�ів.�Подібні�рез�льтати�отримано�і�при�ін&іб�ванні�Nа+,�К+–АТФ-ази
зарод�ів�в’юна��атіонами�дослідж�ваних�металів�[1],�а�та�ож�при�дослідженні�вплив�
�атіонів�цих�металів�на�а�тивність�Cа2+,�Mg2+–АТФ-ази�фра�ції�печін�и�[25].

Порівняльний� аналіз� ін&іб�вально&о� вплив�� �атіонів� Cd2+,�Mn2+� та� Zn2+� на
�абаїнрезистентн��базальн��Mg2+–АТФ-аз��проводили�на�основі�визначених��онс-
тант�напівін&іб�вання�І

50
�(див.�таблицю).�Найнижчі�значення�І

50
,�тобто�найвищий

ст�пінь� ін&іб�вання� а�тивності� мембранно&о�фермент�� на� всіх� дослідж�ваних
стадіях�розвит���хара�терний�для��атіонів�Cd2+.�Слід�зазначити,�що� і�для�Na+,
K+–АТФ-ази�зарод�ів�спостері&али�подібний�найбільший�при&ніч�вальний�ефе�т
�атіонів�Cd2+�[1].

Найменший� ін&іб�вальний�вплив�та�відповідно�найвищі�значення��онстант
напівін&іб�вання�І

50
�майже�на�всіх�стадіях�поділ��бластомерів�хара�терні�для�Mn2+,

і���випад���йо&о�дії�на�Na+,�K+–АТФ-ази�зарод�ів�[1]�і�Cа2+,�Mg2+–АТФ-ази�мі�ро-
сомної�фра�ції�печін�и�[25].�Стосовно�значень�І

50�
для��атіонів�Zn2+�це�підтверд-

ж�ється�досить�висо�им�ст�пенем�ін&іб�вання�ним�дослідж�вано&о�мембранно&о
фермент��зарод�ів,�особливо�на�останніх�стадіях�синхронних�поділів�бластомерів.

Ін&іб�вання��атіонами�двовалентних�металів�мембранних�систем,���перш�
чер&��АТФ-&ідролаз,�залежить�від�фізи�о-хімічних�властивостей�перших.�Найбіль-

Константи	напівін
іб�вання	І
50
	(м�М)	Mg2+–АТФ-ази	зарод�ів	в’юна	�атіонами

двовалентних	металів	на	різних	стадіях	розвит��

The	half-inhibition	constants	І
50
	(μМ)	of	the	loach	embryos

Mg2+-АТPase	by	bivalent	metal	ions	during	development	stages

Стадії�розвит���зарод�ів

2�бластомери 16�бластомерів 64�бластомери 8�поділ 10�поділ

6,81 3,45 1,46 0,19 0,27

(r�=�0,93) (r�=�0,99) (r�=�0,99) (r�=�0,99) (r�=�0,99)

6,52 58,67 23,98 163,11 25,76

(r�=�0,91) (r�=�0,93) (r�=�0,99) (r�=�0,87) (r�=�0,90)

69,9 43,68 5,82 9,01 6,43

(r�=�0,94) (r�=�0,90) (r�=�0,99) (r�=�0,94) (r�=�0,94)

Катіони
двовалентних

металів

Cd2+

Mn2+

Zn2+
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ше�значення���процесах�ін&іб�вання�мембранно&о�транспорт��мають,�імовірно,
стеричні�фа�тори,�зо�рема�раді�с,�а�та�ож�ентальпія�&ідратації�іонів�[1].�Рівень
спорідненості��атіонів�двовалентних�металів�до�О

2
-вмісних�та�SH-&р�п�біолі&андів

віді&рає�менш�,�одна��та�ож�ва&ом��роль���реалізації�ін&іб�вальної�дії�цих��атіонів
на�Mg2+-залежний�ферментативний�&ідроліз�АТФ.�Крім�цьо&о�відомо,�що�ін&іб�-
вання�АТФ-&ідролаз��атіонами�двовалентних�металів� [1,�25]�с�проводж�ється
змінами��льтрастр��т�рної�ор&анізації��літини:�дезор&анізацією�та�набря�анням
�літинних�ор&анел,�розрідженням�цитоплазми.�Це,���свою�чер&�,�свідчить�про�ін&і-
б�вання�а�тивно&о�транспорт��іонів�за��мов�вплив���атіонів�двовалентних�металів.

Та�им�чином,�отримані�рез�льтати�мають�значення�для�подальшо&о�роз�міння
фізіоло&ічної�ролі��абаїнрезистентно&о�Mg2+-залежно&о�ферментативно&о�&ідро-
ліз��АТФ��продовж�онто&енез�.

ВИСНОВКИ

На� основі� отриманих� рез�льтатів� можна� зробити� висново�,� що� для
зарод�ових��літин�в’юна�Misgurnus�fossilis�L.�хара�терна�базальна�Mg2+-залежна
АТФ-азна� а�тивність,� зміни� я�ої� на� ранніх� стадіях� розвит��� зарод�ів� мають
періодичний� хара�тер.� Катіони� Cd2+,� Zn2+,�Mn2+� ін&іб�ють� �абаїнрезистентн�
базальн��Mg2+–АТФ-азн��а�тивність�протя&ом�синхронних�поділів�бластомерів.
Найбільш�виражений�ін&іб�вальний�вплив�на�Mg2+–АТФ-азн��а�тивність�здійснює
Cd2+,�менш�виражений�–�Zn2+,�і,�найнижча�іна�тив�юча�дія�хара�терна�для�Mn2+.

Робот��ви�онано�за�&рантом�Президента�У�раїни�для�підтримання�на��ових
досліджень�молодих��чених.
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