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РЕФЕРАТ
ОЦІНКА ТА ПРОГНОЗ БІОРИЗИКІВ ВОДНОГО СЕРЕДОВИЩА В УКРАЇНІ ТА БІЛОРУСІЇ НА ОСНОВІ МУЛЬТИМАРКЕРНОГО АНАЛІЗУ СТАНУ ВОДНИХ ТВАРИН
АКТУАЛЬНІСТЬ ТЕМИ. Забруднення поверхневих вод є глобальною проблемою, на вирішення якої в світі витрачаються значні кошти (33,3 трильйона доларів/рік). Проте наше розуміння наслідків його довготривалого впливу для людини та водної фауни знаходиться на початковій стадії та ускладнюється появою новітніх видів пошкоджуючи впливів, як глобальних (зміни клімату), так і локальних (забруднення речовинами щоденного вжитку та фармацевтичними препаратами, наноматеріалами, тощо).

Традиційний хімічний аналіз води та визначення вмісту окремих полютантів у організмі гідробіонтів не може забезпечити об’єктивну інформацію про реальний рівень загрози забруднення для біоти, оскільки у природних водоймах реалізується взаємний вплив забруднювачів, можлива їх трансформація, а для низки поширених забруднювачів відсутні порогові концентрації. Біомоніторинг, і в першу чергу, біохімічні маркери експозиції забезпечують чутливе виявлення присутності забруднювачів у водному середовищі на ранніх стадіях ураження. Разом з тим, зміни у біохімічних показниках можуть виникати відносно швидко, але давати мало інформації про наслідки тривалої експозиції для організму. Тому повне дослідження повинно поряд з маркерами експозиції включати визначення біомаркерів ефекту, таких як морфологічні патології, які констатують ушкодження стану популяцій. Ці загальноприйняті світові засади біологічної індикації забруднення водойм практично не здійснюються на території країн СНД. Зміна характеру антропогенного навантаження на природні екосистеми у останні роки у зв’язку з проведеною низкою природозахисних заходів та глобалізацією ефектів вимагає вдосконалення та перегляду методологічних засад біомоніторингу. У наукометричній базі Scopus присутня вкрай фрагментарна інформація стосовно біологічних відповідей біомаркерів водних тварин на якість водного середовища в Україні). В Україні було здійснено системне визначення акумуляції токсикантів у складі водних організмів на прикладі токсичних металів та застосовано світовий досвід визначення генетичних аномалій водних тварин у природних екосистемах. Дослідження біомаркерів оксидативного стресу, показників нейротоксичності, цитотоксичності, стану систем біотрансформації, та ендокринної активності та їх системне дослідження у тварин у водоймах України взагалі не проводилось. Лише окремі міжнародні проекти є джерелом інформації про реальний стан біологічних систем водойм України, особливо прісних, для світової наукової спільноти, що робить Україну, не зважаючи на періодичні екологічні катастрофи та очікувані наслідки Чорнобильської атомної аварії, білою плямою в центрі екологічної карти Європи. 

Досвід впровадження методів біохімічного моніторингу дає підстави для низки застережень до інтерпретації отриманих даних. Це факти неузгодженої активації окремих ланок системи оксидативного стресу, невідповідності між рівнем експресії маркерного білку та його кількістю. Не враховується ступінь толерантності виду до певного типу забруднення (наприклад, здатність до детоксикації міді та цинку, яка може бути істотно відмінною у безхребетних та хребетних тварин), вимагає розширення коло характеристик певного маркеру (наприклад, визначення поряд із вмістом білку металотіонеїнів композиції металів у їх складі). Тому важливим завданням є збір базової інформації про відповідні показники прісноводних тварин, що існують у природних умовах та адаптуються до умов переселення. 

У представленому проекті передбачалось використання індикаторних організмів, які мають широке географічне розповсюдження, ведуть осілий спосіб існування та істотно відрізняються за екологічними потребами та філогенетично сформованими метаболічними адаптаціями. Це представники класу двостулкових молюсків (Bivalvia), які є головними природними фільтраторами води та успішно використовуються в активному моніторингу (переселення у місцевість дослідження), нижчих хребетних тварин –  кісткових риб (родина коропові, Cyprinidae), як кінцевої ланки водного трофічного ланцюга та тварин промислового значення, а також амфібій (родина справжні жаби, Ranidae), які характеризується високою проникністю зовнішніх покривів тіла до розчинних забруднювачів, що зумовлює високу чутливість до якості води та акумулювальну здатність.

Метою роботи було впровадження нових підходів для розробки методології системи оцінки біобезпеки водного середовища на основі використання біохімічних та молекулярних маркерів з врахуванням специфіки забруднення водойм в Україні.

ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Здійснено системне дослідження молекулярних стрес-респонсивних та детоксикаційних систем водних тварин у прісних водоймах України та Білорусії. Дослідженнями охоплено басейни річок Дністер, Південний Буг, Прип’ять на території України, промислові та рекреаційні місцевості Білорусії. Порівнювали стан тварин у верхів’ях річок у відносно чистих, лісових місцевостях, де не ведеться інтенсивна господарська діяльність, та у місцевостях муніципальної та аграрної активності, промислового виробництва. Біоіндикаторними видами служили двостулкові молюски Anodonta cygnea, Colletopterum pistinale, Dreissena polymorpha, легеневі молюски Lymnaea stagnalis, риби Cyprinus  carpio та Carassius auratus gibelio та земноводні Rana ridibunda. Набір біохімічних маркерів включав характеристику металотіонеїнів (маркер токсичності металів), систем антиоксидантного захисту та трансформації ксенобіотиків, холінестерази (маркер нейротоксичності), вітелогеніну (маркер гормональних розладів), стабільності ДНК (генотоксичність) та лізосомальних мембран (цитотокичність). Було проаналізовано морфометричні характеристики тварин та хімічний склад водного середовища за розширеним набором визнаних показників. Обчислено інтегральні індекси та кореляційні залежності між окремими біомаркерами та їх групами.

На підставі визначення генотоксичності (ядерні аномалії) та цитотоксичності (стабільність лізосомальних мембран) можна оцінити стан середовища у досліджуваних місцевостях як субтоксичний. Разом з тим, досліджувані тварини демонструють ознаки еволюційно сформованого різноманіття моделей молекулярних адаптивних відповідей, меж толерантності та специфічності окремих біохімічних показників, а також особливості їх стану залежно від сезону та місцевості існування у природному біотопі. Представники з різних популяцій відрізняються також за здатністю до адаптивної відповіді цих систем після переселення тварин у нову водойму, або за умов дії додаткового стресорного чинника у модельному експерименті. Для прісноводних двостулкових молюсків вперше описано модель відповіді білків металотіонеїнів на вплив пошкоджуючих чинників, відому для морських молюсків. Вона полягає у появі нової молекулярної форми, МТ-16, додаткової до конститутивної форми МТ-8. Крім того, спостерігається і додаткова однодоменна форма МТ-4. Доведено, що ці форми утворюються внаслідок олігомеризації та/або часткового гідролізу основної форми. Здатність до утворення нових форм різна для цинк- та мідь-металотіонеїнів і прогнозується на підставі визначення співвідношення вмісту цинк:мідь у їх складі. У нижчих хребетних тварин несприятливі умови існування не викликають появи нових молекулярних форм металотіонеїнів, однак призводять до зміни фізико-хімічних характеристик, які свідчать про ознаки деструкції. Пропонується використовувати як найбільш доцільну модель для встановлення токсичності водного середовища для хребетних тварин мідь-металотіонеїни печінки жаби озерної.

Отримані результати свідчать про те, що стрес-респонсивні метал-акумулювальні білки металотіонеїни водних тварин, залежно від сумарного антропогенного навантаження в біотопі, можуть демонструвати як активацію, так і пригнічення до повного виснаження за дії одного і того ж нового пошкоджуючого чинника, що повинно бути враховано при виробленні критеріїв нормального життєвого статусу організму. Встановлено, що тварини із біотопів поблизу міст, особливо двостулкові молюски і жаби, акумулюють найбільше кадмію у складі металотіонеїнів, навіть за його рівню у воді на межі детекції. Визначено сезон-детерміновані ризики водного середовища в умовно чистих ділянках: у весняний період спостерігається високий вміст міді у метаболічно активних тканинах та їх металотіонеїнах, що може бути наслідком використання препаратів міді у аграрних заходах. В індустріальних місцевостях на території України та Білорусії виявлено високий вміст цинку у тканинах тварин. Підвищений рівень металів у складі металотіонеїнів відзначено у двостулкових молюсків з водойми-охолоджувача Хмельницької атомно-електричної станції (ХАЕС). Разом з тим, отримано нові дані про послаблення метал-акумулювальної активності тканин та метал-депонувальних білків металотіонеїнів щодо цинку та міді у тварин, що тривалий час існують в індустріальній місцевості. Пропонується використовувати порівняльну оцінку метал-депонувальної здатності металотіонеїнів та їх загального вмісту, визначеного за тіоловими групами, у карася сріблястого для оцінки ступеню ураження стрес-респонсивних систем тварин у хронічно забрудненому середовищі.

Визначення активності системи антиоксидантного стану, здійснене на підставі визначення супероксиддисмутазної (Cu,Zn- та Mn-форм) та каталазної активності, вмісту та редокс-індексу глутатіону, утворення активних форм кисню та продуктів окисної деструкції ліпідів та білків в тканинах водних тварин, показало високий рівень варіабельності відповідей із розбалансуванням окремих складових у тварин залежно від місцевості та сезону. Проведене рангування відповідей по типу оксидативного стресу. Визначено, що найбільш показовими маркерами оксидативного стресу у водних тварин є активація каталази у риб та зменшення редокс-індексу глутатіону у молюсків, як двостулкових, так і легеневого. Для індикації токсичності водного середовища запропоновано обчислювати Інтегральний індекс, Коефіцієнт антиоксидантного стану. та редокс-індекс глутатіону.

У досліджуваних тварин було виявлено сезон-залежні ознаки нейротоксичності водного середовища за активністю холінестерази та впливу ксеноестрогенів за підвищеним вмістом вітелогенінподібних білків у самців. Особливо суттєві тимчасові ознаки гормональних розладів були відзначені у двостулкового молюска анодонти із місцевості поблизу муніципального сміттєзвалища у осінній період. У цій групі тварин спостерігались також ознаки цитотоксичності. Встановлено активацію цитохром Р450-залежної системи детоксикації стійких органічних речовин (поліхлорованих ароматичних вуглеводнів) у тварин в місцевостях аграрної активності, як ймовірний наслідок стихійного аграрного виробництва.

В дослідах з молюсками дрейсеною та колетоптерумом, переселеними у нову місцевість для біоіндикації токсичності середовища, встановлено оптимальний термін переселення 14 діб, за якого стан молекулярних маркерів відображає особливості водного середовища.

Вперше для оцінки адаптивної здатності водних тварин певного біотопу запропоновано методику «стрес на стрес» із визначенням відповіді молекулярних стрес-респонсивних систем на дію додаткових модельних чинників у субтоксичній концентрації (тіокарбаматний пестицид, іони міді та марганцю). З використанням мульти-маркерного підходу доведено, що найбільш вразливими до додаткового впливу стресорного чинника виявились жаби з популяції у міській зоні, у яких відповідь на стрес була пригнічена. У відносно толерантного виду, карася сріблястого, із хронічно забрудненої місцевості селективною ознакою перевищення адаптивної здатності є втрата метал-акумулювальної здатності металотіонеїнів та їх залучення у відповідь по типу оксидативного стресу.

На основі багатофакторного математичного аналізу доведено, що за спільних сезонних закономірностей змін стану молекулярних показників водних тварин, вплив місцевості є домінантним чинником у їх детермінації. Доведено, що вплив історії популяції є визначальним у відповіді на додатковий стрес у тварин із різних популяцій. Встановлено, що характеристика стрес-респонсивних і метал-депонувальних білків металотіонеїнів водних тварин за їх загальним вмістом та метал-акумулювальною здатністю належить до головних класифікаційних ознак токсичності водного середовища.

Вперше створено базу даних про стан біомаркерів риб (два види), жаб та двостулкових молюсків (три види) у водоймах України, які можуть бути інтегровані у Європейську систему інформації про воду (WISE – water information system of Europe). 

Розроблені теоретичні основи молекулярного маркування як засобу раннього виявлення та моніторингу забруднення водного середовища на підставі мультимаркерного набору прісноводних тварин на різних рівнях біологічного розвитку оформленні у вигляді рекомендацій та методик наданих МОН України (2006-2009 рр.), ДФФД України (2010 р) та Держагенству з питань науки, інновацій та інформатизації України (2010 р.) та запропонованих установам рибного господарства України, санітарно-епідеміологічним контрольним службам, Державній екологічній інспекції, контрольно-аналітичним лабораторіям Мінприроди та Міністерства аграрної політики України та практично впроваджених у діяльність Головного державного управлiння охорони, використання і відтворення водних живих ресурсів та регулювання рибальства у Тернопільській області протягом 2008-2010 рр., що поглибило знання про біобезпеку суміші забруднювачів у фонових концентраціях для біоти у рибогосподарських водоймах Тернопільщини. Обґрунтовано соціальні та економічні переваги запропонованого підходу оцінки біоризиків водного середовища та зроблено попередні обрахунки вартості одного аналізу.

ПЕРЕЛІК ОСНОВНИХ НАУКОВИХ ПРАЦЬ, ВКЛЮЧЕНИХ ДО ЦИКЛУ
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