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Незважаючи на добре відомий факт, що іони міді є високотоксичними для гідробіонтів, мід-
ний купорос залишається одним із поширених пестицидів у вирощувані риби. Висока цитотоксич-
ність і накопичення іонів міді в осадах потребують вивчення та розрахунку оптимального дозування 
для використання його як антисептичного засобу. Основним механізмом, який супроводжується 
токсичною дією іонів міді, є генерація окисного стресу. Клітини нервової тканини надзвичайно чут-
ливі до окислювальних пошкоджень, а функції ЦНС мають вирішальне значення для організму.  

Дослідження впливу іонів міді на клітини нервової тканини є принциво важливими для оцінки 
цитотоксичності пестицидів. Гліальні клітини підтримують структуру і багато життєво важли-
вих функцій нейронів. Гліальний фібрилярний кислий білок цитоскелету (GFAP), транскрипційний 
ядерний фактор легкого каппа-ланцюга активованих В-клітин (NF-kB) і полі-(АДФ-рибозо)-
полімераза (PARP) є критичними учасниками клітинної відповіді на різні токсичні впливи. 

Вивчали вплив іонів міді на експресію PARP, NF-kB та GFAP у тканині мозку райдужної форелі 
(Rainbow trout). Протягом 96 годин риби піддавалися впливу сублетальної концентрацій мідного ку-
поросу (380 мкг/л). Вестерн-блот-аналіз GFAP і PARP використовувався для оцінки подальших ефе-
ктів у тканині мозку. Загалом, усі досліджувані дози міді значно знижували експресію GFAP. Однак, 
збільшення вмісту GFAP було виявлене за умов експозиції міді протягом 24 години. Крім того, експо-
зиція мідним купоросом викликала в мозку риб незначну втрату вміста β-актину, особливо в групі 96-
годинної експозиції. 

Отримані результати продемонстрували значне порушення експресії транскрипційного фак-
тора NF-kB в головному мозку груп риб під впливом міді. Виявлені зміни показали дозозалежний 
ефект сублетальної дози мідного купоросу. Однак вплив низьких доз іонів міді не показав ефекту в 
групі риб, які отримували лікування протягом 24 годин. Порівняльний аналіз вмісту PARP в мозку 
риб, які піддалися впливу міді, показав залежність цитотоксичної дії в залежності від тривалості 
впливу у межах 24 – 96 годин. Таким чином, сублетальні дози міді можуть пригнічувати експресію 
PARP залежно від часу. Результати показали, що іони міді можуть викликати астрогліальну відпо-
відь, що супроводжується модуляцією експресії NF-kB і PARP-1. Отримані дані свідчать про знач-
ний вплив мідного купоросу на астрогліоз і репарацію пошкоджень ДНК в мозку риб. 

Ключові слова: райдужна форель, цитоскелет, транскрипційні фактори, гліальні клітини, 
цитотоксичність.  

Мідь вважається одним із найпошире-
ніших важких металів антропогенного похо-
дження в прісноводних екосистемах у всьо-
му світі, так само, як і розповсюдженим ток-
сичним забруднювачем. Разом, сільське гос-
подарство та промислові підприємства є ос-
новними джерелами забруднення навколиш-
нього середовища різними сполуками міді 
[1]. 

 Прогресивний розвиток сільськогос-
подарського виробництва призвів до зрос-
тання кількості прісноводних систем, які 
піддаються впливу різних токсичних забруд-

нювачів, включаючи класичні застарілі пес-
тициди. Токсичні забруднювачі можуть лег-
ко потрапляти в річки та озера з незначними 
потоками стічних вод. Мідний купорос 
(CuSO4) використовується повсюдно як засіб 
проти грибкової та протозойної інфекції в 
сільському господарстві. Іони міді виявля-
ють у водних екосистемах, як у межах кон-
центрацій нетоксичного допустимого рівня, 
так і у концентраціях, які перевищують та-
кий рівень. 

Продукція аквакультури займає значну 
частку виробництва харчового споживан-
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ня у всьому світі та супроводжується про-
гресом у застосуванні пестицидів. Безпека 
харчових продуктів та екологічна стійкість у 
промислово розвинених країнах є однією з 
головних проблем сучасного світу. Системи 
вирощування риби перетворють з невеликих 
екстенсивних ставків до інтенсивних водойм 
з високою щільністю посадки і використан-
ням пестицидів для боротьби з хворобами 
риб. 

Широка антисептична дія сполук міді 
дозволяє використовувати її як доступний 
неспецифічний фунгіцид, акарицид та ани-
септик у різних підприємствах аквакультури 
та сільського господарства. Пестициди, що 
містять Cu2+, застосовуються для очищення 
води від водоростей, особливо в креветкових 
ставках для видалення ниткоподібних водо-
ростей. Крім того, CuSO4 може інактивувати 
кілька токсичних метаболітів ціанобактерій, 
включаючи геосмін і 2-метилізоборнеол. 
Лікування деяких широко поширених пріс-
новодних паразитів CuSO4, Ichtyophthirius 
multifiliis, вимагає високих концентрацій цієї 
хімічної речовини, які рекомендовані як мі-
німальна доза 50 мкг/л [2]. 

Сульфат міді є найдешевшим пестици-
дом у всьому світі, тому він займає лідирую-
чі позиції серед засобів для захисту риб від 
мікробних і найпростіших зовнішніх парази-
тів в інтенсивному рибництві. Крім того, 
мідний купорос широко використовується в 
галузі аквакультури як ефективний засіб для 
профілактики та лікування різних ектопара-
зитарних та бактеріальних інфекцій [3]. Ви-
користання мідного купоросу є ефективним 
способом зниження захворюваності різними 
паразитами риб, включаючи гриби, найпрос-
тіші та нематоди. Іони міді ефективно приг-
нічують ріст кількох типів бактерій, вклю-
чаючи Salmonella spp., Pasteurella spp., Vibrio 
spp. тощо. В той же час, тривале викорис-
тання сполук міді сприяє значному накопи-
ченню цього токсичного елемента у водних 
екосистемах. Концентрація міді у воді ставка 
залишається на токсичному рівні щонайме-
нше через 50 годин після одноразової оброб-
ки і також може пригнічувати ріст риби. 
Крім того, риби можуть накопичувати мідь, 
як це було продемонстровано на фермі сомів 
у В’єтнамі [4]. 

Значне число досліджень продемон-

стрували шкідливий вплив мідного купоро-
су, який супроводжувався антисептичним 
пригніченням інфекцій у різних видах про-
мислових риб. Нещодавно показано, що під-
вищені рівні міді можуть ініціювати різні 
клітинні порушення, ушкодження міжклі-
тинних контактів, порушення регуляції сиг-
нальних шляхів і життєздатності клітин риб. 
На додаток, вплив міді може викликати оки-
слювальний стрес і апоптоз у зябрах риб [5]. 
Незважаючи на добре вивчену токсичність 
іонів міді, цитотоксичні ефекти різних доз 
міді в мозок риб залишаються невідомими, 
так само, як і безпечне дозування цього пес-
тициду для рибництва. З огляду на це, пошук 
молекулярних маркерів для оцінки цитоток-
сичності є надзвичайно важливим. Специфі-
чні для нервової тканини білки можуть бути 
перспективним інструментом для визначення 
нейротоксичності. Гліальний фібрилярний 
кислий білок (GFAP) був вперше виділений і 
охарактеризований як нервовоспецифічний 
компонент цитоскелету гліальних клітин [6]. 
GFAP є основним компонентом проміжних 
філаментів астроцитів та епендимальних 
клітин. GFAP є найбільш взнаним маркером 
астроцитів та їх реактивації, спричиненої 
різними чинниками. Проміжні філаменти 
астроцитів беруть участь у широкому спект-
рі важливих процесів у центральній нервовій 
системі, включаючи відповідь клітин на ток-
сичні агенти тафункціонування гематоенце-
фалічного бар’єру [7]. GFAP залучається до 
процесів відновлення різних пошкоджень 
клітин нервової системи. Роль GFAP у від-
новленні ушкоджень виявлена в усіх ділян-
ках нервової ситеми де присутні астроцити.  

Іншим перспективним молекулярним 
маркером є транскрипційний фактор NF-kB. 
Передача сигналів, опосередкована NF-kB, є 
одним з універсальних механізмів регуляції 
реакції клітин у різних типах тканин. Вплив 
міді на життєво важливі сигнальні шляхи 
може переключати долю клітини через акти-
вацію програмованої клітинної загибелі. По-
казано, що надмірна активація NF-kB вна-
слідок дії сполук міді індукує клітинну від-
повідь у культурі клітин [8]. 

Кожен тип клітин потребує механізмів 
відновлення ДНК під час генотоксичних 
ефектів, викликаних забруднювачами навко-
лишнього середовища. Полі-[АДФ-рибоза] 
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полімераза (PARP) відіграє важливу роль у 
репарації пошкодженої ДНК і бере участь у 
регуляції клітинної відповіді на різні токсич-
ні фактори. Крім того, PARP може регулю-
вати декілька критичних факторів транскри-
пції, включаючи NF-kB, p53 і AP-1, які бе-
руть участь у клітинній відповіді та реактив-
ності клітин під впливом зовнішніх токсич-
них факторів. Нажаль, роль вищезазначених 
білків у механізмах нейротоксичності міді 
залишається не дослідженою. Враховуючи, 
що багато рибних господарств продовжують 
інтенсивно використовувати мідний купорос 
як пестицид, дослідження молекулярних ме-
ханізмів нейротоксичності міді необхідне 
для з’ясування його потенціалу для модуля-
ції клітинної реактивності в мозку прісново-
дних риб. Райдужна форель є однією з зага-
льновизнаних моделей екотоксичних дослі-
джень, зокрема токсичності іонів важких 
металів [9].  

Мета досліджень. Встановити роль мо-
лекулярних маркерів гліального цитоскелету 
та регуляції транскрипції в нервовій тканині 
райдужної форелі за умов цитотоксичної дії 
іонів міді. 

Матеріал та методи досліджень. У 
дослідженні були використані 20 осіб рай-
дужної форели (Oncorhynchus mykiss) (118 ± 
11 г) які були отримані у фермерському гос-
подарстві «Кебан», м. Елазиг, Туреччина. 
Відібрані риби були розміщені для адаптації 
в акваріумах з склопластику об’ємом 400 л 
протягом 2 тижнів. Для визначення дозоза-
лежної токсичної дії іонів міді (LC50) вико-
ристовували експозицію концентрацій: 500, 
1000, 1500, 2000 і 3000 мкг/л протягом 96 
годин. Визначення смертності дозволило 
розрахувати значення LC50 як 1520 мкг/л. 
На основі визначеного значення LC50 було 
обрано дозу, які відповідала 25% LC50 
(0,380 мкг/мл). Вплив цієї дози проводили у 
3-х експериментальних групах з різним ча-
сом експозиції (24, 48 і 96 години). Контро-
льна і усі експериментальні групи були сфо-
рмувані з п’яти осіб кожна. Процедури про-
ведення експерименту та експозиції прово-
дилися відповідно до Протоколу експериме-
нту, затвердженого Комітетом з етики експе-
риментів на тваринах Університету Бінгьоль.

Зразки білкових екстрактів отримували 
шляхом гомогенізації тканини мозку у 25 

мМ трис-HCl буфері (рН 7,4), що містив 0,2 
% додецилсульфату натрія та коктейль ін-
гибіторів протеаз та наступного центрифугу-
вання як це описано раніше [10]. Концентра-
цію білка в кожному зразку білкових екстра-
ктів визначали за методом Бредфорда. Зраз-
ки змішували у співвідношенні 1:1 з буфе-
ром для зразків Леммлі, що містить 0,1 М 
дитіотреїтолу, і кип’ятили протягом 5 хв. 
Зразки білка заморожували при -20°C і збері-
гали перед аналізом не більше двох тижнів. 

Визначення вмісту GFAP, NF-kB та 
PAPR-1 проводили методом імуноблотингу 
як це описано раніше (Nedzvetsky et al., 
2019).  В роботі використовували антитіла - 
анти-PAPR-1 (Abcam, ab-194586), анти-NF-
kB p65 (Abcam, кат. № ab-16502), анти-GFAP 
(Santa-Cruz, sc-9065) або анти-β-актин (Santa-
Cruz, sc-69879) антитіла, розведені 1/2000. 
Денситометричний аналіз отриманих резуль-
татів проводили з використанням софту Total 
Lab TL120. Молекулярні маси забарвлених 
поліпептидних зон були ідентифіковані шля-
хом екстраполяції відносної рухливості кож-
ного поліпептиду на ділянці попередньо за-
барвлених білків з відомою молекулярною 
масою (PageRuler Prestained Protein Ladder, 
Fermentas, Німеччина). 

Визначення активних форм кисню. Ре-
активні сполуки кисню (РСК) у мозку риб 
визначали флуоресцентим методом. Свіжі 
ви-ділені зразки тканини мозку окремо від 
кожної риби гомогенізували в буфері Tris-
HCl (50 мМ, рН=7,4) на льоду у співвідно-
шенні 1:10 в/об. Зразки гомогенату мозкової 
тканини об’ємом 100 мкл змішували з 1 мл 
того ж буфера та 5 мкл 10 мкМ діацетату 
2′,7′-дихлорфлуоресцеїну (DCFDA). Отрима-
ні суміші інкубували при 37°C протягом 30 
хв. (інкубатор Lab. Companion SI-600, Jelio 
Tech., Корея). Після інкубації інтенсивність 
флуоресценції вимірювали у зразках за до-
помогою флуоресцентного спектрофотомет-
ра LS55 (PerkinElmer, США) із збудженням 
λ=485 нм та випромінюванням λ=525 нм. 

Статистичний аналіз. Дані щодо вмісту 
білка виражають у відсотках щодо контро-
льної групи та представлені як середнє ± 
стандартне відхилення (SD) на гістограмах. 
Кількісні результати аналізували за допомо-
гою одностороннього дисперсійного аналізу 
(ANOVA) з подальшим тестом Бонферроні 
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post-hoc. Значення P<0,05 було визначене як 
статистично значуще. 

Результати досліджень. Результати 
вимірювання GFAP в головному мозку риб 
контрольної групи та груп, які зазнали впли-
ву мідного купоросу, показали зміни вмісту 
цього білка цитоскелету як результат цито-
токсичності іонів міді. Більш короткочасна 
експозиція (24 години) викликала зростання 
відносного вмісту GFAP. В той же час, більш 
тривалі експозиції (48 та 72 години) індуку-
вали зниження GFAP (Рис. 1).  

Отримані результати змін вмісту 
GFAP в мозку риб може бути індукований 

неспецифічними множинними порушеннями 
метаболізму та цитотоксичними ефектами 
іонів міді у нервовій тканині. 

Результати визначення вмісту NF-kB 
у мозку риб за умов впливу іонів міді пока-
зали значну чутливість цього транскрипцій-
ного фактору до токсичного ефекту міді. В 
усіх експериментальних групах було виявле-
не зростання вмісту NF-kB у порівнянні з 
контрольною групою риб. В той же час, під-
вищення вмісту NF-kB у групі риб, які були 
експоновані токсичним впливом мідного 
купоросу 24 години, визначене як статисти-
чно недостовірне (Рис. 2).  

Рис. 1. Відносний вміст GFAP у мозку райдужної форелі контрольної та експериментальних 
груп експонованих 24, 48 та 96 годин розчином мідного купоросу у дозі 380 мкг/л. 

Рис. 2. Відносний вміст NF-kB у мозку райдужної форелі контрольної та експериментальних 
груп експонованих 24, 48 та 96 годин розчином мідного купоросу у дозі 380 мкг/л. 
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На відміну від результатів отриманих в 
ході визначення вмісту GFAP та NF-kB, змі-
ни вмісту PARP в мозку експериментальних 
груп риб, що були експоновані сублетальної 

дозою мідного купоросу, було виявлене зме-
ншення вмісту PARP у порівнянні з контро-
лем (Рис. 3). 

 Слід   відмітити  дозозалежний  харак- 

Рис. 3. Відносний вміст PARP-1 у мозку райдужної форелі контрольної та експериментальних 
груп експонованих 24, 48 та 96 годин розчином мідного купоросу у дозі 380 мкг/л. 

тер пригніченя вмісту PARP в мозку риб за 
умов впливу іонів міді. Таким чином, отри-
мані результати підтверджують припущення, 
що іони міді в дозі 380 мкг/л можуть моду-
лювати експресію PARP залежно від часу. 

Загалом, представлені результати сві-
дчать про те, що сублетальні дози міді мо-
жуть викликати в мозку риб комплексну де-
регуляцію цитоскелету, транскрипційних ре-
гуляторів клітинної відповіді та PARP-за-
лежної системи репарації ДНК ушкоджень. 

Беручи до уваги, що токсичність ме-
талів супроводжується окислювальним 
стресом, який є однією з істотних причин, 
що ініціює гіперактивацію клітинної реакції, 
ми дослідили рівень РСК для визначення та 
підтвердження причинно-наслідкового 
зв’язку окисного стресу з індукцією цитото-
ксичності у мозку риб. Таким чином, у пред-
ставленому дослідженні було визначено рів-
ні РСК мозку у риб контрольної та експоно-
ваної груп, щоб оцінити іони міді як причину 
генерації окисного стресу. Отримані дані 
свідчать про виражений залежний від часу 
ефект міді у кожній групі риб, які отримува-
ли досліджувані дози мідного купоросу (Рис. 
4). 

Риби визнані зручним і адекватним 
таксоном гідробіонтів для біоіндикації за-

бруднення важкими металами у водних еко-
системах [11]. Однак дослідники переважно 
вивчають вміст важких металів та індекси 
окисного стресу в зябрах, печінці, статевих 
залозах та м’язах риб. В той же час, дані про 
цитотоксичність важких металів у мозку риб 
є вкрай обмеженими. 

Мідь є важливим елементом харчу-
вання, і баланс рівня міді є критичним для 
життєво важливих метаболічних шляхі. Фізі-
ологічна концентрація міді регулюється біл-
ково-зв’язуючою і білково-транспортною 
системами в тканинах, особливо в печінці, де 
вона становить 18–45 мкг/г сухої маси. Де-
фіцит міді зазвичай призводить дисбаланс 
м’язової активності, аномалій як крові, так і 
нервових клітин у людей. Більше того, не-
стача міді може спричинити дефекти вагіт-
ності, особливо розвиток мозку та серцево-
судинні порушення, які спостерігалися на 
багатьох моделях тварин. Мідь є перехідним 
металом і широко поширеним неорганічним 
іоном в організмах усіх видів хребетних і 
безхребетних. Цей іон відіграє багато ролей 
в еукаріотичних клітинах. Незважаючи на 
важливе значення, надмірне збільшення рів-
ня міді перетворює цей іон на токсичний 
агент. Здатність міді легко обмінюватися
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Рис. 4. Відносний вміст РСК у мозку райдужної форелі контрольної та експериментальних груп 
експонованих 24, 48 та 96 годин розчином мідного купоросу у дозі 380 мкг/л. 

електронами робить її високореактивною, 
що призводить до цитотоксичності для еука-
ріотичних клітин і мікроорганізмів. Незва-
жаючи на це, мідь надзвичайно важлива для 
ключових метаболічних функцій. Вплив під-
вищеного вмісту іонів міді може викликати 
ряд порушень у регуляції ключових шляхів. 
Мідь є важливим елементом, але високі кон-
центрації розвивають цитотоксичність у ба-
гатьох видах живих організмів. Нещодавно 
було запропоновано фізіологічний механізм 
накопичення міді, що асоційований з підви-
щеним окислювальним стресом у печінці 
[12].  

Крім того, вони продемонстрували 
докази того, що мідь може знижувати антио-
ксидантну здатність і бути критично небез-
печною для популяції риб при підвищеній 
температурі. 

Беручи до уваги вразливість клітин 
нервової тканини до окислювальних пошко-
джень, отримані нами дані підтримують гі-
потезу про тісний зв’язок між генерацією 
окисного стресу та відповіддю гліальних 
клітин на нейротоксичність міді. Індукова-
ний впливом міді посилення експресії GFAP, 
а також активності PARP і NF-kB може бути 
частинами реакції клітинного комплексу, 
спрямованої на виживання клітин мозку. 

Крім того, ряд дослідників представили 
експериментальні дані, що свідчать про ви-
сокі токсичні властивості міді для багатьох 
видів хребетних тварин. Цитотоксичність, 
спричинена міддю, тісно пов’язана з пору-
шенням окислювально-відновного балансу 
та підвищенням окисного стресу. Вплив Cu2+ 
веде до загибелі клітин печінки миші, що 
супроводжуґться посиленням ядерної кон-
денсації, фрагментацією ДНК та мітохондрі-
альною дисфункцією. Серйозні пошкоджен-
ня клітин печінки даніо реріо були продемо-
нстровані після впливу низької дози 5 мкМ 
Cu2+. Більше того, іон міді зменшує потенці-
ал мітохондріальної мембрани, активує кас-
пазу-3 і розщеплення PARP, що разом може 
відображати активацію апоптозу [13]. Печін-
ка є основним органом детоксикації ксенобі-
отиків, а також важливою мішенню цитоток-
сичності міді. Показано, що мідь інтенсивно 
транспортується до клітин печінки, що приз-
вело до високої метаболічної активності пе-
чінкової тканини. Крім того, мідь накопичу-
ється в печінці завдяки високій спорідненос-
ті зв’язування в комплексі Cu2+-
металотіонеїн в гепатоцитах. Порушення 
функції печінки призводить до відсутності 
детоксикації та циркуляції токсичних мета-
болітів у крові. Однак, залишається відкри-
тим питання токсичності міді у тканині моз-
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ку. Клітини мозку дуже чутливі до цих ток-
сичних речовин. Таким чином, токсичність 
міді може бути реалізована через її прямий 
вплив на клітини мозку, а також непрямий 
вплив, опосередкований пошкодженням ге-
патоцитів. Відомо, що окремі види риб, на-
приклад, сом (Clarias gariepinus), можуть на-
копичувати Cu2+ із забрудненого водного 
середовища [14]. За результатами дослі-
джень, біоакумуляцію міді в печінці було 
визначено як набагато інтенсивнішу порів-
няно з зябрами, м’язами та шкірою. На жаль, 
даних про накопичення міді в мозку риб не-
має. Більше того, токсична дія Cu2+ на кліти-
ни нервової тканини досі не вивчена. Крім 
того, механізми цитотоксичності міді в нер-
вовій тканині невідомі і вимагають інтегра-
льного дослідження клітинної та молекуляр-
ної відповіді на вплив Cu2+. 

Порівняльний аналіз кадмію, хрому, 
цинку та міді цих перехідних металів пока-
зав, що найбільшу цитотоксичну дію мідь 
виявила в клітинах нирок білого амура 
(Ctenopharyngodon idellus) [15]. Цитотоксич-
ні концентрації міді можуть викликати по-
рушення, які призводять до окисних ушко-
джень і розривів ланцюга ДНК. Показано, 
що іони міді інгібують відновлення пошко-
джень ДНК, викликане метилметансульфо-
натом. Таким чином, екологічні джерела 
впливу міді можуть модулювати генотокси-
чний ефект, опосередкований іншими забру-
днювачами довкілля. 

Одним із найбільш вивчених способів 
відновлення ДНК в еукаріотичних клітинах є 
синтез полі-рибози за допомогою універса-
льного ферменту під назвою полі-[АДФ-
рибоза]-полімераза 1 (PARP-1). Передбача-
ється, що генотоксичність міді пов’язана з 
дерегуляцією PARP-1, особливо під час ран-
нього розвитку. 

Результати, отримані в нашому дослі-
дженні, підтвердили значну дерегуляцію 
PARP-1 в мозку риби індуковану іонами мі-
ді. Порушення експресії PARP-1 може спри-
чинити зміни АДФ-рибозилювання та синте-
зу полі-рибози, які відповідають за репара-
цію ДНК. АДФ-рибозилювання є одним із 
ключових регуляторів клітинних процесів, 
включаючи регуляцію динамічної перебудо-
ви хроматину, транскрипції, трансляції білка 
та конформаційної стабільності кінцевих 

продуктів. Ми виявили виражену дерегуля-
цію експресії PARP-1 в мозку райдужної 
форелі, яка була спричинена сублетальною 
дозою (380 мкг/л) іонів міді. Таким чином, 
токсичні ефекти міді можуть бути пов’язані з 
дерегуляцією PARP-1, як це було продемон-
стровано в нашому дослідженні. 

Виявлені зміни вмісту GFAP в мозку 
риб експериментальних груп можуть бути 
опосередковані великим числом різних ме-
ханізмів в гліальних клітинах, включаючи 
експресію та метаболізм цитоскелетних біл-
ків [8, 10]. Отримані результати свідчать про 
наявність у клітинах мозку риб складного 
механізму впливу різних доз міді на регуля-
цію GFAP. Біфуркаційний ефект міді свід-
чить про те, що цитотоксичність цього іону 
залежить від тривалості дії, а також, від реа-
кції гліальних клітин на ушкодження. Екс-
пресія GFAP є найбільш часто використову-
ваним біомаркером астрогліальної реактив-
ності [16]. Вміст GFAP причетний до струк-
тури та функцій клітинного цитоскелета. 
Реакція астроцитів на багато пошкоджень 
ЦНС називається реактивним гліозом або 
астрогліозом. Багато досліджень показали, 
що модуляція експресії GFAP змінює здат-
ність астроцитів до проліферації та інші 
життєво важливі функції.  

Астроцити є найбільш поширеною клі-
тинною популяцією в мозку хребетних. Аст-
рогліальні клітини забезпечують захист від 
токсичних ушкоджень і підтримують як 
структуру, так і функції нейронів. Реактива-
ція астроцитів є однією з основних подій у 
захисних реакціях проти різних факторів 
ураження. У нашому дослідженні виявлений 
цитотоксичний ефект міді суапроводжується 
порушенням гліального цитоскелету шляхом 
змін рівню експресії GFAP в мозку риб. Різ-
на тривалість впливу міді викликала різнос-
прямовані зміни. Ці результати можуть відо-
бражати дозозалежну динаміку реактивності 
астроцитів як відповідь на цитотоксичність 
міді. Таким чином, захисний ефект астроглі-
озу розвивається як нелінійна функція і за-
лежить як від інтенсивності подразника, так і 
від його тривалості. 

Механізми регуляції експресії GFAP в 
мозку риби та дозозалежна реактивність аст-
роцитів залишаються невідомими. Модуля-
ція вмісту GFAP в астроцитах з експозицією 
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міді залежить як від активності експресії, так 
і від інтенсивності розщеплення протеазами. 
Багато даних підтверджують докази того, що 
GFAP та його протеолітичні фрагменти є 
перспективними молекулярними біомарке-
рами для різних патогенних захворювань 
ЦНС.  

Було показано, що фрагментація GFAP 
генерується кальпаїнами та каспазами [17]. 
Крім того, фрагменти гліальних проміжних 
ниток, отримані в результаті протеолізу, та-
кож здатні ініціювати агрегацію філаментів і 
розвивати проапоптотичну властивість. З 
іншого боку, було показано, що мідь виявляє 
дозозалежний проапоптотичний ефект у кі-
лькох лініях ракових клітин. Таким чином, 
іони міді можуть стимулювати надекспресію 
GFAP в астроцитах, а також індукувати фра-
гментацію GFAP, що має спричинити зни-
ження вмісту GFAP. 

Отримані в нашому дослідженні ре-
зультати узгоджуються з даними, представ-
леними іншими авторами, які показали фра-
гментацію GFAP за участю каспази-3. 

У головному мозку хребетних надекс-
пресія GFAP пов’язана з посиленням виве-
дення прозапальних факторів. У наших екс-
периментах ми спостерігали модуляцію екс-
пресії NF-kB, яка супроводжується підви-
щенням GFAP у риб з групи, підданої впливу 
міді. Способи активації NF-kB багатогранні. 
Активація NF-kB в астрогліальних клітинах 
може бути ініційована різними стимулами, 
включаючи надлишок АФК та реактивацію 
клітин. У світлі цих спостережень природно 
припустити, що індукована міддю реактива-
ція астроцитів у мозку риби регулюється 
шляхами, що залежать від NF-kB. Один з них 
може керувати перебудовою цитоскелета та 
реакцією клітини на токсичну дію забрудню-
вачів навколишнього середовища.  

Крім того, астрогліальна реактивація в 
мозку риби супроводжувалася модуляцією 
як ключових регуляторів транскрипційної 
активності: NF-kB (рис. 1 і 2), так і фермен-
ту, що відновлює ДНК PARP. Отримані ре-
зультати демонструють залежний від дози 
вплив меді на реакцію клітин нервової тка-
нини на токсичний вплив. 

Останні досягнення в секвенуванні 
транскриптомів продемонстрували широке 
поширення транскрипційної активності NF-

kB у багатьох хребетних і безхребетних, що 
повинно бути доказом універсальної ролі 
цього регулювання. Вивчення ролі NF-kB в 
регуляції клітинної реакції в мозку риби мо-
же бути плідним для прояснення перемикан-
ня сигнального шляху на виживання клітин 
нервової тканини. Більше того, з’ясування 
регуляції транскрипції в клітинах мозкової 
тканини може дати нам інформацію про ме-
жі реактивації клітин, спричиненої надзви-
чайно токсичним забрудненням навколиш-
нього середовища. 

Регуляція реакції клітин на вплив ток-
сичних ксенобіотиків вимагає гострого бала-
нсу в системі активації-інгібування NF-kB 
[18]. Надмірна активація NF-kB може спри-
чинити порушення рівня транскрипції про-
запальних факторів, що тягне за собою його 
витік і, нарешті, загибель клітини. Однак 
помірна активація забезпечує виживання 
клітин і направляє шляхи до детоксикації. 
Активація NF-kB тісно пов'язана з окислю-
вальним стресом. Зростання вільних радика-
лів є одним із звичайних факторів, які ви-
кликають залежну від NF-kB клітинну відпо-
відь. Нещодавно було продемонстровано 
роль антиоксидантів у регуляції активності 
NF-kB p65 у молоді білого амура [19]. Біль-
ше того, було показано, що окислювальний 
стрес, викликаний надмірним вмістом міді, 
можна запобігти активацією NF-kB в куль-
турах клітин ембріональних нирок людини 
та ембріональних фібробластів миші. 

Кілька досліджень продемонстрували 
прооксидантну дію міді на тканини деяких 
риб [5]. Однак у нашому дослідженні ми ви-
значили залежний від часу ефект, що підт-
римує гіпотезу про кумулятивну токсичну 
дію іонів міді. Нервова тканина має низьку 
антиоксидантну дію, а також більш інтенси-
вне споживання кисню в порівнянні з інши-
ми тканинами. Таким чином, під час токсич-
ного впливу, особливо іонів міді, можуть 
накопичуватися пошкодження нервової тка-
нини, викликані АФК. 

Реактивація гліальних клітин, що спо-
стерігається в нашому дослідженні, супрово-
джується модуляцією експресії NF-kB і 
PARP-1. Отримані результати можуть відо-
бражати функціональний зв’язок між пере-
будовою гліального цитоскелета та відповід-
дю активаційної клітини на токсичність міді. 
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Більше того, відсутність значущого дозоза-
лежного ефекту сублетальних доз міді може 
бути викликано множинними зворотними 
зв’язками між молекулярними мішенями як 
NF-kB, так і PARP-1. Беручи до уваги, що 
PARP-1 може запускати клітини до апоптозу, 
різні дози іонів міді можуть порушити ба-
ланс у запрограмованій регуляції загибелі 
клітин. 

Відновлення пошкоджень ДНК є одні-
єю з ключових функцій PARP. Проте є бага-
то даних про те, що PARP може брати участь 
у модуляції загибелі клітин мозкової ткани-
ни, ініційованої різними розладами [20]. або 
глутаматними інсультами [21]. Переактива-
ція PARP в процесі реакції клітин супрово-
джується надмірним споживанням його суб-
стратів, особливо NAD+, і, як наслідок, ви-
снаженням рівня АТФ. Тривала і надмірна 
активація PARP викликає дефіцит метаболі-
чної енергії, що провокує перемикання сиг-
нальних шляхів на загибель клітини. 

Беручи до уваги, що PARP бере участь 
у клітинній відповіді як коактиватор NF-kB у 
трансляційній регуляції прозапальних фак-
торів, активність PARP може модулювати 
експресію білків, які беруть участь у запаль-
ному каскадному процесі, а також в універ-
сальних кіназних шляхах, які стимулюють 
реактивність клітин позитивного зворотного 
зв'язку. Таким чином, спостерігається в нашо-
му дослідженні нелінійна залежність у експре-
сії GFAP, PARP та NF-kB може бути суперпо-

зицією множинних шляхів, які модулюють 
клітинну відповідь проти токсичності Cu. 

Представлене дослідження проведено з 
використанням сублетальної дози Cu2+, яка 
спричиняє стресову реакцію в мозку риб. 
Однак досі невідомо, який відсоток клітин 
може загинути внаслідок такої тимчасової 
експозиції. Таким чином, дослідження ток-
сичності міді вимагає відповідних дослі-
джень, які визначать реакцію в культурах 
клітин мозку. 

Висновки. 
Отримані результати свідчать про те, 

що підвищення GFAP є біомаркером різних 
типів нейротоксичності, виявлені зміни цьо-
го цитоскелетного компонента є доказом 
токсичної дії іонів міді в клітинах нервової 
тканини. Представлені в нашому дослідженні 
диференційні зміни експресії GFAP, NF-kB і 
PARP в мозку риби можуть відображати 
комплексну реактивацію, індуковану іонами 
міді в клітинах мозку райдужної форелі. Су-
блетальні дози іонів міді можуть спровоку-
вати дерегуляцію важливих шляхів, які кон-
тролюють клітинну відповідь на токсичність 
іонів важких металів. NF-kB-залежні шляхи 
є важливими як для реактивації клітин, так і 
для життєздатності клітини. 

Наші результати вказують на те, що ак-
тивація NF-kB, PARP, а також астрогліоз в 
мозку риб може бути важливою для вижи-
вання тварин у середовищі з підвищеною 
концентрацією міді. 
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The applying copper sulphate is a cheap, however it leads to global the environment contamination. 
Especially, the contamination of the water sources is crucial for fish harvesting and farming. The copper 
contamination in some areas are caused by decades. The impact of copper ions is dependent on the inhibition 
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of invasive aquatic plants, many microorganisms and protozoa. The family of copper-contained chemicals is 
frequently used as algaecides in swimming pools. Despite the copper ions are well known as a high toxic for 
fish in freshwater ponds, the copper sulphate remains one of the prevalent pesticides in fish farming every-
where. High cytotoxicity and accumulation of the copper ions in the sediments require studying and calcula-
tion of the optimal dosage to use it as an antiseptic agent that should prevent the detrimental effect in various 
tissue types of aquatic organisms. The main depicted mechanism, which is associated with cytotoxicity is the 
generation of oxidative stress.  

Neural tissue cells are extremely susceptible to oxidative damages. Neural damaging is important 
cause of the CNS disfunction as well as is the critic to the organism vitality. Glial cells maintain the structure 
and many vital functions of neuronal cells. Glial fibrillary acidic protein (GFAP), transcriptional nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) and poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 
are critic regulators in a cell response to the environment toxicity. Based on this fact, it could be applied as 
the boimarkers of heavy metal toxicity. In presented study, we investigated the effects of copper ions on 
PARP, NF-kB, and GFAP expression in the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) brain tissue. For 96 hours 
the fishes were exposed to the copper sulphate sublethal concentrations 380 µg/L, estimated as 1/4 of the 
LC50 value. Western blot analysis of GFAP, NF-kB and PARP was used to assess further effects in the brain 
tissue.  

The modulatory effect of copper ions on the expression of GFAP was detected in fish brain. Recip-
rocal changes were observed in respect with 24 hours exposure in compare to both 48 hours and 96 hours 
treatment. Obtained results demonstrated meaningful disturbance in the expression of transcriptional factor 
NF-kB in the brain of fish group exposed to copper in compare to control group. Furthermore, the time-
depended effect in a range 24 – 96 hours was detected. However, the short time exposure to copper ions ini-
tiated no effect in fish group treated 24 hours while in compare to both 48 hours and 96 hours treatment. The 
similar changes of PARP content in the brain of fish were determined as well. It deserves to be mentioned 
that all of aforementioned changes of GFAP, NF-kB and PARP expression were accompanied by increasing 
in reactive oxygen species content. Thus, copper ions cytotoxic effect could be initiated with oxidative injury 
in a brain tissue.  
On the other hand, the observed effect of copper in the fish brain evidences the unspecific toxicity of this ion 
in brain tissue cells. 

The results showed that copper ions could induce astroglial response accompanied by modulations of 
NF-kB and PARP-1 expression. Obtained in presented study data suggest that copper sulphate has significant 
effect on astrogliosis and DNA damage in the fish brain. 

Key words: rainbow trout, cytoskeleton, transcription factors, glial cells, cytotoxicity. 
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