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Äîñë³äæóâàëè âïëèâ ³îí³â âàæêèõ ìåòàë³â íà ÷àñòêîâî î÷èùåíó ìåòîäàìè
âèñîëþâàííÿ òà ³îíîîáì³ííî¿ õðîìàòîãðàô³¿ òðèïñèíîïîä³áíó ïåïòèäã³äðî-
ëàçó ëè÷èíîê äðîçîô³ëè. Ïîêàçàíî, ùî íà âñ³õ åòàïàõ âèä³ëåííÿ ôåðìåíò
çáåð³ãàº ÷óòëèâ³ñòü äî ³îí³â Co2+, Cu2+, Zn2+ òà Cd2+ çà ã³äðîë³çó ñïåöèô³÷íîãî
ñóáñòðàòó áåíçî¿ëàðã³í³í-ï-í³òðîàí³ë³äó. Âñòàíîâëåíî, ùî íèçüê³ êîíöåíò-
ðàö³¿ ñîëåé âàæêèõ ìåòàë³â íà îêðåìèõ åòàïàõ î÷èùåííÿ ïåïòèäã³äðîëàçè
âèêëèêàþòü àêòèâóþ÷èé åôåêò, òîä³ ÿê âèñîê³ (0,2 ìÌ òà 0,4 ìÌ) ñèëüíî
ïðèãí³÷óþòü àí³ë³äàçíó àêòèâí³ñòü äîñë³äæóâàíîãî ôåðìåíòó.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: âàæê³ ìåòàëè, ïåïòèäã³äðîëàçà, äðîçîô³ëà.

Ïðîòåîë³òè÷í³ ôåðìåíòè àáî ïåïòèäã³äðîëàçè â³ä³ãðàþòü âèíÿòêîâî
âàæëèâó ðîëü â îáì³í³ ðå÷îâèí óñ³õ æèâèõ îðãàí³çì³â. Ïðîòåîë³òè÷í³
ôåðìåíòè çàâæäè ïðèâåðòàëè äî ñåáå óâàãó äîñë³äíèê³â, ùî îáóìîâëå-
íî íå ò³ëüêè âèêîðèñòàííÿì ¿õ ÿê ðîáî÷îãî ³íñòðóìåíòó ó á³ëêîâ³é
õ³ì³¿, àëå é ó çâ'ÿçêó ç òèì, ùî áóäó÷è äîñòóïíèìè â î÷èùåíîìó ñòàí³
ó ïîð³âíÿíî âåëèêèõ ê³ëüêîñòÿõ, äàí³ ôåðìåíòè ñàì³ º çðó÷íèì îá'ºê-
òîì äëÿ ð³çíèõ äîñë³äæåíü, ó òîìó ÷èñë³ äëÿ äîñë³äæåííÿ ìåõàí³çì³â
ðåãóëÿö³¿ ôåðìåíòàòèâíî¿ àêòèâíîñò³. Ôåðìåíòè êîìàõ, çîêðåìà ïðîòå-
îë³òè÷í³, íåäîñòàòíüî âèâ÷åí³ [1, 2].

Ì³íåðàëüí³ ðå÷îâèíè æèòòºâî íåîáõ³äí³ äëÿ íîðìàëüíî¿ ä³ÿëüíîñò³
áóäü-ÿêîãî æèâîãî îðãàí³çìó. ²îíè ìåòàë³â ÷àñòî ñëóæàòü êîìïîíåíòà-
ìè êàòàë³òè÷íî àêòèâíèõ öåíòð³â æèòòºâî âàæëèâèõ ôåðìåíò³â àáî º
àêòèâàòîðàìè öèõ ôåðìåíò³â. Ó òîé æå ÷àñ ó âèçíà÷åíèõ êîíöåíòðàö³-
ÿõ ìåòàëè ìîæóòü â³ä³ãðàâàòè ðîëü ³íã³á³òîð³â ôåðìåíòíî¿ àêòèâíîñò³.
²íã³áóâàííÿ ÿêîãî-íåáóäü ôåðìåíòó, ùî ïðèéìàº ó÷àñòü ó âàæëèâîìó
ìåòàáîë³÷íîìó ïðîöåñ³, ìîæå ïðèçóïèíèòè âåñü ïðîöåñ ³ ñïðè÷èíèòè
ãëèáîêó, à ³íîä³ ³ ëåòàëüíó ä³þ íà âåñü îðãàí³çì. Âèâ÷åííÿ ä³¿ òîêñè-
÷íèõ ðå÷îâèí in vitro ç ìåòîþ ç'ÿñóâàòè, ÷è íå º ö³ ðå÷îâèíè ³íã³á³òî-
ðàìè ôåðìåíò³â, âèÿâëÿºòüñÿ êîðèñíèì ïðè ðîçðîáö³ ìåòîä³â çàõèñòó
â³ä îòðóéíèõ ðå÷îâèí. Îäíàê íàâ³òü ÿêùî ìîæíà ïîâ'ÿçàòè ä³þ òîêñè-
÷íî¿ ðå÷îâèíè ç ¿¿ âïëèâîì íà âèçíà÷åíèé ôåðìåíò, íå çàâæäè ëåãêî
ç'ÿñóâàòè, ÿê ñàìå âèíèêàþòü ò³ àáî ³íø³ ô³ç³îëîã³÷í³ çì³íè [3�6].

Ó ïîïåðåäí³õ ïóáë³êàö³ÿõ ìè ïîêàçàëè âïëèâ ñîëåé ìåòàë³â íà
îêðåì³ ô³ç³îëîãî-á³îõ³ì³÷í³ ïîêàçíèêè Drosophila melanogaster. Â ïðåä-
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ñòàâëåí³é ðîáîò³ íàñ ö³êàâèâ òîêñè÷íèé âïëèâ îêðåìèõ ñîëåé âàæêèõ
ìåòàë³â íà àêòèâí³ñòü ÷àñòêîâî î÷èùåíî¿ òðèïñèíîïîä³áíî¿ ïåïòèäã³ä-
ðîëàçè ëè÷èíîê ïëîäîâî¿ ìóøêè. Öåé ôåðìåíò º ãîëîâíèì ó ïðîöåñàõ
òðàâëåííÿ äðîçîô³ëè, òîìó âèâ÷àëè ñàìå éîãî. Òðèïñèíîïîä³áí³ñòü åí-
çèìó äîâîäèòüñÿ éîãî ðåàêö³ºþ ç³ ñïåöèô³÷íèì ñóáñòðàòîì ÁÀÏÍÀ,
ÿêèé âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ âèçíà÷åííÿ íàÿâíîñò³ ôåðìåíòó ó ðîç÷èíàõ
á³ëê³â òà âïëèâó ñîëåé ìåòàë³â.

Ìåòîþ ïðåäñòàâëåíî¿ ðîáîòè áóëî âèçíà÷åííÿ âïëèâó ³îí³â âàæêèõ
ìåòàë³â in vitro íà ôóíêö³îíàëüíó àêòèâí³ñòü òðèïñèíîïîä³áíî¿ ïåï-
òèäã³äðîëàçè ëè÷èíîê Drosophila melanogaster. Ó çâ'ÿçêó ç öèì âèð³-
øóâàëè íàñòóïí³ çàâäàííÿ: 1) âèä³ëÿëè ôåðìåíò ç åêñòðàêò³â ëè÷è-
íîê; 2) ç'ÿñîâóâàëè îñîáëèâîñò³ ä³¿ ³îí³â äâîâàëåíòíèõ ìåòàë³â (Co2+,
Cu2+, Zn2+ òà Cd2+) íà äîñë³äæóâàíèé ïðîòåîë³òè÷íèé ôåðìåíò íà ð³ç-
íèõ ñòóïåíÿõ éîãî î÷èùåííÿ.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè äîñë³äæåííÿ

Äæåðåëîì äîñë³äæóâàíî¿ ïåïòèäã³äðîëàçè ñëóãóâàëè ëè÷èíêè òðå-
òüîãî â³êó (72�75 ãîäèíè ðîçâèòêó) Drosophila melanogaster Meigen
äèêîãî òèïó, ùî ðîçâèâàëèñÿ â ñòàö³îíàðíèõ óìîâàõ ïðè òåìïåðàòóð³
25 °Ñ íà ñòàíäàðòíîìó æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³ [7]. Äëÿ îäåðæàííÿ
ñèíõðîí³çîâàíîãî ìàòåð³àëó ïî 50 ñàìîê ³ ñàìö³â ³ìàãî âèòðèìóâàëè
ïðîòÿãîì 4 ãîäèí íà ñâ³æîìó æèâèëüíîìó ñåðåäîâèù³, à ï³ñëÿ êëàäêè
ÿºöü ïåðåâîäèëè íà ³íøèé êîðì.

Âèä³ëåííÿ ôåðìåíòó çä³éñíþâàëè çà ìåòîäîì, ðîçðîáëåíèì
Î. Ì. Àíäð³ºâñüêèì [8], ç äåÿêèìè ìîäèô³êàö³ÿìè. Äëÿ îäåðæàííÿ
ïåïòèäã³äðîëàçè ëè÷èíîê äðîçîô³ëè â³äìèâàëè â³ä êîðìîâî¿ ìàñè âî-
äîïðîâ³äíîþ âîäîþ çà äîïîìîãîþ äð³áíîïîðèñòîãî ìåòàëåâîãî ñèòà ³
ê³ëüêà ðàç³â îáïîë³ñêóâàëè äèñòèëÿòîì. Î÷èùåíèõ â³ä êîðìó ëè÷èíîê
âèñóøóâàëè íà ô³ëüòðóâàëüíîìó ïàïåð³ ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ ³
çâàæóâàëè. Ï³ñëÿ öüîãî ìàòåð³àë ïîì³ùàëè â ñòàëåâó ñêëÿíêó ãîìîãå-
í³çàòîðà ³ çàëèâàëè 10-êðàòíîþ (ìàñà/îáñÿã) ê³ëüê³ñòþ îõîëîäæåíîãî
äî �15 °Ñ êîíöåíòðîâàíîãî àöåòîíó. Çíåæèðåííÿ ëè÷èíîê äîñÿãàëè,
ãîìîãåí³çóþ÷è ¿õ â àöåòîí³ ç äîïîìîãîþ íîæîâîãî ì³êðîðîçäð³áíþâà÷à
ïðè 14 000 îá./õâ ïðîòÿãîì 2 õâèëèí íà õîëîä³. Îòðèìàíèé ãîìîãå-
íàò öåíòðèôóãóâàëè ïðè 12 000 g ïðîòÿãîì 15 õâ ïðè 4 °Ñ. Á³ëêîâ³
îñàäè äåêàíòóâàííÿì â³äîêðåìëþâàëè â³ä àöåòîíîâî¿ âèòÿæêè ³ âèñó-
øóâàëè áëèçüêî 15 õâèëèí ó ë³îô³ë³çàòîð³ ïðè òåìïåðàòóð³ 18 °Ñ.

Ç àöåòîíîâîãî îñàäó ôåðìåíò åêñòðàãóâàëè 0,1 Ì ãë³öèí-NaOH
áóôåðîì ðÍ 9,0 øëÿõîì ðåñóñïåíäèðóâàííÿ îñàäó ó áóôåð³ ïðîòÿãîì
2 õâ ó ñï³ââ³äíîøåíí³ 1:10. Ïðè öüîìó ìàñó àöåòîíîâîãî îñàäó ïðè-
éìàëè çà âèõ³äíó ìàñó ëè÷èíîê. Ãîìîãåíàò öåíòðèôóãóâàëè ïðè
12 000 g 15 õâèëèí ïðè 4 °Ñ. Âåëèêó ÷àñòèíó îòðèìàíîãî ñóïåðíàòà-
íòó âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ âèñîëþâàííÿ á³ëê³â, ùî çíàõîäÿòüñÿ â íüîìó,
³ çîêðåìà, òðèïñèíîïîä³áíî¿ ïåïòèäã³äðîëàçè.

Âèñîëþâàííÿ ð³çíèõ á³ëêîâèõ êîìïîíåíò³â ç ëóæíîãî åêñòðàêòó
ïðîâàäèëè øëÿõîì çá³ëüøåííÿ êîíöåíòðàö³¿ ñóëüôàòó àìîí³þ â³ä
0,5 Ì äî 5 Ì ç ³íòåðâàëîì 0,5 Ì. Íàâàæêè ñ³ð÷àíîêèñëîãî àìîí³þ
äîäàâàëè íåâåëèêèìè ïîðö³ÿìè äî åêñòðàêòó ïðîòÿãîì 15 õâ ïðè òå-
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ìïåðàòóð³ 20 °Ñ çà áåçïåðåðâíîãî ïåðåì³øóâàííÿ ðîç÷èíó. Á³ëêè, ùî
âèïàäàþòü â îñàä ïðè ð³çíèõ ìîëÿðíèõ êîíöåíòðàö³ÿõ ñîë³ â ðîç÷èí³,
âèäàëÿëè ç åêñòðàêòó öåíòðèôóãóâàííÿì ïðè 12 000 g ïðîòÿãîì
10 õâ íà õîëîä³. Îòðèìàí³ îñàäè îêðåìî ðîç÷èíÿëè â 1 ìë 0,1 Ì
ãë³öèí-NaOH áóôåðó ðÍ 9,0. Äî ðîç÷èí³â âèñîëåíèõ á³ëê³â äîäàâàëè
ïî 5 ìêë òîëóîëó; äåïðîòå³íîâàíèé åêñòðàêò, ùî ÿâëÿâ ñîáîþ íàñè÷å-
íèé ðîç÷èí ñóëüôàòó àìîí³þ, â³äêèäàëè.

Íàñòóïíèì åòàïîì âèä³ëåííÿ é î÷èùåííÿ ïåïòèäã³äðîëàçè áóâ ³î-
íîîáì³ííèé õðîìàòîãðàô³÷íèé ïîä³ë îäí³º¿ ç âèñîëåíèõ ôðàêö³é, ùî
âèÿâëÿëà âèñîêèé âì³ñò ôåðìåíòó, íà êîëîíö³ (100 õ 28 ìì) ç³ ñôåðè-
÷íîþ ÄÅÀÅ-öåëþëîçîþ ("Reanal", Óãîðùèíà), óð³âíîâàæåíîþ 0,01 Ì
òð³ñ-àöåòàòíèì áóôåðîì (ðÍ 7,5). Ôåðìåíòíèé ðîç÷èí âíîñèëè â êîëî-
íêó â îá'ºì³ 1 ìë. Á³ëêè åëþþâàëè ðîç÷èíàìè õëîðèñòîãî êàë³þ ó
ñòóï³í÷àñòî çðîñòàþ÷èõ êîíöåíòðàö³ÿõ (â³ä 0,01 Ì äî 1,0 Ì). Ôðàêö³¿
îá'ºìîì ïî 3 ìë çáèðàëè ³ ñïåêòðîôîòîìåòðèðóâàëè ïðè 280 íì ç
ìåòîþ âèçíà÷åííÿ âì³ñòó á³ëêà ³ ïîáóäîâè åëþòîãðàìè. Åëþàòè, ùî
âèÿâëÿëè ïåïòèäã³äðîëàçíó àêòèâí³ñòü, ïîºäíóâàëè ³ ï³ääàâàëè àíàë³çó.

Â óñ³õ á³ëêîâèõ ôðàêö³ÿõ ï³ñëÿ âèñîëþâàííÿ òà ³îíîîáì³ííî¿ õðî-
ìàòîãðàô³¿, ÿê ³ ó âèõ³äíîìó åêñòðàêò³, âèçíà÷àëè êîíöåíòðàö³þ á³ëêà
ïî ìåòîäó Ëîóð³ ³ ñï³âàâò. [9], à òàêîæ ïðîòåîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü ç
âèêîðèñòàííÿì ó ÿêîñò³ ñóáñòðàòó ÁÀÏÍÀ (áåíçî¿ëàðã³í³í-ï-í³òðîàí³-
ë³ä), ÿêèé çàñòîñîâóâàëè ó âèãëÿä³ 1 ìÌ âîäíîãî ðîç÷èíó. Ìåòîä
âèçíà÷åííÿ àí³ë³äàçíî¿ àêòèâíîñò³ ïåïòèäã³äðîëàçè [10, 11, 12] çàñíî-
âàíèé íà ñïåêòðîôîòîìåòðè÷í³é ðåºñòðàö³¿ (382,5 íì) ï-í³òðîàí³ëèíó,
ùî óòâîðþºòüñÿ â ðåçóëüòàò³ ðåàêö³¿ ðîçùåïëåííÿ ñóáñòðàòó òðèïñè-
íîïîä³áíîþ ïåïòèäã³äðîëàçîþ. Ïèòîìó àêòèâí³ñòü (ÏÀ) ôåðìåíòó âè-
ðàæàëè â ì³ë³îäèíèöÿõ (ìÎ) ó ðîçðàõóíêó íà 1 ìã á³ëêà äîñë³äæóâà-
íîãî ðîç÷èíó. Çà îäíó ì³ë³îäèíèöþ ïðèéìàëè ê³ëüê³ñòü ôåðìåíòó, ùî
ðîçùåïëþº 1 ìêìîëü ñóáñòðàòó çà 1 õâèëèíó ³íêóáàö³¿ ïðè 37 °Ñ.

Õëîðèäè Co, Cu, Zn ³ Cd ("õ. ÷.") ïåðåä âèêîðèñòàííÿì ðîç÷èíÿëè
â 0,1 Ì ãë³öèí-NaOH áóôåð³ ðÍ 9,0 ³ äîäàâàëè â ³íêóáàö³éí³ ñåðåäî-
âèùà äî êîíöåíòðàö³é 0,04, 0,08, 0,2 ³ 0,4 ìÌ. Äî êîíòðîëüíèõ ïðîá
çàì³ñòü ðîç÷èí³â ñîëåé ìåòàë³â äîäàâàëè áóôåð ó åêâ³âàëåíòí³é ê³ëü-
êîñò³.

Âèõ³äí³ äàí³ îáðîáëÿëè ñòàòèñòè÷íî [13], âèêîðèñòîâóþ÷è êîìï'þ-
òåðíó ïðîãðàìó "Excel".

Ðåçóëüòàòè äîñë³äæåíü òà ¿õ îáãîâîðåííÿ

Â õîä³ î÷èùåííÿ ïåïòèäã³äðîëàçè ï³ñëÿ âèñîëþâàííÿ á³ëêîâèõ
êîìïîíåíò³â íàìè áóëè âèÿâëåí³ îñàäè ç ð³çíèì âì³ñòîì ôåðìåíòó.
Ïðè öüîìó â óñ³õ îòðèìàíèõ á³ëêîâèõ ôðàêö³ÿõ âèçíà÷àëè êîíöåíò-
ðàö³þ á³ëêà òà àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó ó ïîð³âíÿíí³ ç âèõ³äíèì åêñòðà-
êòîì (òàáë. 1).

Ñåðåä óñ³õ âèñîë³â íàéá³ëüø âèñîê³ ïèòîì³ àêòèâíîñò³ ïåïòèäã³äðî-
ëàçè îòðèìàëè çà ìîëÿðíîñò³ ñ³ð÷àíîêèñëîãî àìîí³þ 2,5, 3,0 òà 3,5 Ì.

Íàñòóïíèì åòàïîì âèä³ëåííÿ ïåïòèäã³äðîëàçè áóëà ³îíîîáì³ííà
õðîìàòîãðàô³ÿ îäíîãî ç ôåðìåíò-âì³ùóþ÷èõ âèñîë³â (2,5 Ì). Â ïðîöå-
ñ³ ðîçïîä³ëó áàãàòîêîìïîíåíòíî¿ ñóì³ø³ ïðîòå¿í³â 2,5 Ì âèñîëó îòðè-

Âïëèâ ³îí³â âàæêèõ ìåòàë³â íà òðèïñèíîïîä³áíèé ôåðìåíò ëè÷èíîê äðîçîô³ëè
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ìàëè ôðàêö³þ äîñë³äæóâàíîãî ôåðìåíòó (ðèñ. 1), ÿêà áóëà âèêîðèñòà-
íà äëÿ âèâ÷åííÿ ä³¿ ³îí³â âàæêèõ ìåòàë³â íà âëàñòèâîñò³ âèä³ëåíîãî
ôåðìåíòó.

Òàáëèöÿ 1

Âì³ñò á³ëêà òà ïåïòèäã³äðîëàçíà àêòèâí³ñòü ó ð³çíèõ ôðàêö³ÿõ,
îòðèìàíèõ çà âèñîëþâàííÿ ïåïòèäã³äðîëàçè ëè÷èíîê

Ïðèì³òêà: [Ð] � âì³ñò á³ëêà â 1 ìë ðîç÷èíó; ÂÀ � â³äíîñíà àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó;
ÏÀ � ïèòîìà àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó.

Àêòèâí³ñòü ïåïòèäã³äðîëàçè â íîðìàëüíèõ óìîâàõ, à òàêîæ ¿¿ çì³íó
çà âïëèâó ñîëåé ìåòàë³â âèâ÷àëè íà åòàï³ âèõ³äíîãî åêñòðàêòó, îñíîâ-
íèõ ôðàêö³é âèñîëþâàííÿ (ïî÷èíàþ÷è ç 2 Ì âèñîëó ³ çàê³í÷óþ÷è 3,5
Ì) òà íà ð³âí³ îòðèìàíîãî ÷àñòêîâî î÷èùåíîãî ôåðìåíòó. Íåîáõ³äíî
â³äçíà÷èòè, ùî òåíäåíö³ÿ çì³íè ïåïòèäã³äðîëàçíî¿ àêòèâíîñò³ ïðè âè-
êîðèñòàíí³ âèçíà÷åíèõ ñîëåé âàæêèõ ìåòàë³â çáåð³ãàëàñÿ äëÿ âñ³õ äî-
ñë³äæóâàíèõ ôåðìåíò-âì³ùóþ÷èõ ðîç÷èí³â, òîìó íàìè äåòàëüíî ïðåä-
ñòàâëåí³ äàí³, îòðèìàí³ ëèøå ç î÷èùåíèì ôåðìåíòîì. ßêùî çà íèçü-
êèõ êîíöåíòðàö³é ñîëåé äåÿêèõ âàæêèõ ìåòàë³â ³íîä³ ñïîñòåð³ãàëîñÿ
ï³äâèùåííÿ ïðîòåîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³, òî çá³ëüøåííÿ âì³ñòó ñîë³ ó
ñåðåäîâèù³ ìàéæå çàâæäè ³íã³áóâàëî àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó. Äîñòîâ³ðíå
ï³äâèùåííÿ àêòèâíîñò³ òðèïñèíîïîä³áíî¿ ïåïòèäã³äðîëàçè ëè÷èíîê
0,08 òà 0,2 ìÌ êîíöåíòðàö³ÿìè ñîë³ ñïîñòåð³ãàëîñÿ ëèøå ïðè äîñë³-
äæåíí³ ôðàêö³¿ 2,5 Ì âèñîëó ïðè äîäàâàíí³ ñîëåé öèíêó ³ êàäì³þ.

². Ë. Ðèæêî
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Ðèñ. 1. Åëþòîãðàìà ³îíîîáì³ííî¿ õðîìàòîãðàô³¿ íà êîëîíö³ ç³ ñôåðè÷íîþ ÄÅÀÅ-
öåëþëîçîþ ôðàêö³¿ òðèïñèíîïîä³áíî¿ ïåïòèäã³äðîëàçè, ùî âèñîëþºòüñÿ 2,5 Ì
ñ³ð÷àíîêèñëèì àìîí³ºì: Âåðòèêàëüíèìè ñòð³ëêàìè çàçíà÷åí³ ìîìåíòè çì³íè

ãðàä³ºíòó êîíöåíòðàö³¿ ÊCl.  � â³äíîñíèé âì³ñò á³ëêà (îïòè÷íà
ù³ëüí³ñòü (Å) ïðè 280 íì, óìîâí³ îäèíèö³),  � ÁÀÏÍÀ-àçíà àêòèâí³ñòü

(îïòè÷íà ù³ëüí³ñòü (∆Å)ïðè 382,5 íì, óìîâí³ îäèíèö³)

ßê âèäíî ç òàáëèö³ 2, ïðîâåäåí³ âèì³ðè ïåïòèäã³äðîëàçíî¿ àêòèâíî-
ñò³ âèÿâèëè íàñòóïí³ çàêîíîì³ðíîñò³: ì³í³ìàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ CoCl2

(0,04 ìÌ) ïðàêòè÷íî íå âïëèâàëà íà ôåðìåíòàòèâíó àêòèâí³ñòü; ç
ï³äâèùåííÿì êîíöåíòðàö³¿ êîáàëüòó â³äçíà÷àëîñÿ ïîñòóïîâå çíèæåí-
íÿ àêòèâíîñò³; ïðè êîíöåíòðàö³¿ 0,4 ìÌ àêòèâí³ñòü ôåðìåíòó áóëà
íèæ÷å êîíòðîëüíî¿ ïðèáëèçíî â 2 ðàçè.

Á³ëüø íåãàòèâíèé âïëèâ íà äîñë³äæóâàíó ïåïòèäã³äðîëàçó âèÿâèëè
³îíè ì³ä³. Íàâ³òü çà íåâèñîêèõ êîíöåíòðàö³é CuCl2 â³äçíà÷àëîñÿ íå-
çíà÷íå ³íã³áóâàííÿ ôåðìåíòàòèâíî¿ àêòèâíîñò³; ç ï³äâèùåííÿì âì³ñòó
ö³º¿ ñîë³ çá³ëüøóâàëîñÿ ïðèãí³÷åííÿ ã³äðîë³çó ÁÀÏÍÀ. Ïðè 0,2 ìÌ
êîíöåíòðàö³¿ ñîë³ â ³íêóáàö³éíîìó ñåðåäîâèù³ àêòèâí³ñòü áóëà íèæ÷à
êîíòðîëüíî¿ â 2 ðàçè, òîä³ ÿê ïðè 0,4 ìÌ õëîðèäó ì³ä³ â³äçíà÷àëîñÿ
ìàéæå ïîâíå ³íã³áóâàííÿ.

Äëÿ õëîðèäó Zn â³äçíà÷åí³ íàñòóïí³ îñîáëèâîñò³ âïëèâó íà àêòèâ-
í³ñòü ôåðìåíòó: íåçâàæàþ÷è íà òå, ùî â ïîð³âíÿíí³ ç êîíòðîëåì
àêòèâí³ñòü ïåïòèäã³äðîëàçè áóëà äåùî íèæ÷îþ, êîíöåíòðàö³ÿ 0,08 ìÌ
âèÿâèëà çíà÷íèé àêòèâóþ÷èé åôåêò ó ïîð³âíÿíí³ ç êîíöåíòðàö³ºþ
0,04 ìÌ. Êîíöåíòðàö³ÿ 0,4 ìÌ ìàéæå íà 90 % ³íã³áóâàëà ôåðìåíò.
Öå âêàçóº íà òå, ùî çà ïåâíèõ êîíöåíòðàö³é ³îíè Zn2+ ìîæóòü ñïðè-
ÿòè ôåðìåíòàòèâíîìó ðîç÷åïëåííþ ñèíòåòè÷íîãî ñóáñòðàòó

ÁÀÏÍÀ. Â òîé æå ÷àñ ñóòòºâå ï³äâèùåííÿ êîíöåíòðàö³¿ õëîðèäó
öèíêó âèêëèêàº ³íã³áóþ÷èé åôåêò íà äîñë³äæóâàíó ïåïòèäã³äðîëàçó.

Çà íàÿâíîñò³ ì³í³ìàëüíî¿ êîíöåíòðàö³¿ õëîðèäó êàäì³þ ôåðìåíòà-
òèâíà àêòèâí³ñòü çíèæóâàëàñÿ ïðèáëèçíî íà 25 % ó ïîð³âíÿíí³ ç
êîíòðîëåì.

Êîíöåíòðàö³ÿ 0,08 ìÌ ñîë³ êàäì³þ âèÿâëÿëà á³ëüø ñèëüíèé âïëèâ,
í³æ êîíöåíòðàö³ÿ 0,2 ìÌ; ï³äâèùåííÿ âì³ñòó CdCl2 äî 0,4 ìÌ ïðè-
ãí³÷óâàëî àêòèâí³ñòü ïåïòèäã³äðîëàçè íà 40 %. Òàê³ çì³íè â ïðîÿâ³
àêòèâíîñò³ ôåðìåíòó çà óìîâ ä³¿ ³îí³â êàäì³þ î÷åâèäíî ïîâ'ÿçàí³

Âïëèâ ³îí³â âàæêèõ ìåòàë³â íà òðèïñèíîïîä³áíèé ôåðìåíò ëè÷èíîê äðîçîô³ëè



48

Ò
à
á
ë
è
ö
ÿ
 2

Â
ï
ë
è
â
 ³
î
í
³â

 â
à
æ

ê
è
õ
 ì

åò
à
ë
³â

 í
à
 à

ê
òè

â
í
³ñ

òü
 ï

åï
òè

ä
ã³

ä
ð
î
ë
à
çè

 ë
è
÷
è
í
î
ê
 í

à
 å

òà
ï
à
õ
 ¿
¿ 
â
è
ä
³ë

åí
í
ÿ

Ï
ð
è
ì

³ò
ê
à
: 

ä
à
í
³ 

â
³ä

î
á
ð
à
æ

à
þ

ò
ü
 
ï
è
ò
î
ì

ó
 
à
ê
ò
è
â
í
³ñ

ò
ü
 
ï
åï

ò
è
ä
ã³

ä
ð
î
ë
à
çè

. 
*
 
�

 
â
³ä

ì
³í

í
î
ñò

³ 
çí

à
÷
åí

ü
 
ä
î
ñë

³ä
í
è
õ
 
â
à
ð
³à

í
ò
³â

 
ó
 
ï
î
-

ð
³â

í
ÿ
í
í
³ 

ç 
â
³ä

ï
î
â
³ä

í
è
ì

 ê
î
í
ò
ð
î
ë
ü
í
è
ì

 â
à
ð
³à

í
ò
î
ì

 ä
î
ñò

î
â
³ð

í
³ 

ï
ð
è
 ð

 <
 0

,0
5
.

². Ë. Ðèæêî



49

ç âïëèâîì éîãî íà êîíôîðìàö³éíèé ñòàí ïåïòèäã³äðîëàçè, ç îäíîãî
áîêó, òà ç áåçïîñåðåäíüîþ ìîäèô³êàö³ºþ àêòèâíîãî öåíòðó ôåðìåíòó �
ç ³íøîãî.

Îñê³ëüêè ó âñ³õ âèïàäêàõ íàìè áóëè çàñòîñîâàí³ âèêëþ÷íî õëîðè-
äè âàæêèõ ìåòàë³â, ìîæíà ââàæàòè äîâåäåíèì äèôôåðåíö³éíèé âïëèâ
ñàìå ³îí³â Co2+, Cu2+, Zn2+ òà Cd2+, à íå ³îí³â õëîðó, íà ïðîÿâ in vitro
ÁÀÏÍÀ-àçíî¿ àêòèâíîñò³ òðèïñèíîïîä³áíî¿ ïåïòèäã³äðîëàçè ëè÷èíîê
äðîçîô³ëè, ùî â ö³ëîìó êîðåëþº ç åôåêòàìè ä³¿ öèõ ³îí³â íà ïðîòåî-
ë³òè÷íó ñèñòåìó òðàâëåííÿ íà ð³âí³ æèâîãî îðãàí³çìó [14].

Âèñíîâêè

1. ²îíè âàæêèõ ìåòàë³â (Co2+, Cu2+, Zn2+ òà Cd2+) ñïðè÷èíÿþòü ÿê
àêòèâóþ÷èé, òàê ³ ³íã³áóþ÷èé âïëèâ íà òðèïñèíîïîä³áíó ïåïòèäã³äðî-
ëàçó ëè÷èíîê äðîçîô³ëè íà ïåâíèõ åòàïàõ ¿¿ âèä³ëåííÿ òà î÷èùåííÿ.

2. Íàéá³ëüøèé ³íã³áóþ÷èé âïëèâ íà ÁÀÏÍÀ-àçíó àêòèâí³ñòü ôåð-
ìåíòó ñïðàâëÿþòü ³îíè ì³ä³ ïðè êîíöåíòðàö³¿ CuCl2 0,4 ìÌ.

3. Äîñòîâ³ðíå ï³äâèùåííÿ ïðîòåîë³òè÷íî¿ àêòèâíîñò³ ñïîñòåð³ãàºòü-
ñÿ ëèøå ïðè âèêîðèñòàíí³ ôåðìåíòó, îòðèìàíîãî âèñîëþâàííÿì 2,5 Ì
(NH4)2SO4, çà óìîâè äîäàâàííÿ ñîëåé öèíêó ³ êàäì³þ â êîíöåíòðàö³ÿõ
0,08 òà 0,2 ìÌ â³äïîâ³äíî.
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ÂËÈßÍÈÅ IN VITRO ÈÎÍÎÂ ÒßÆ¨ËÛÕ ÌÅÒÀËËÎÂ ÍÀ
ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ ÒÐÈÏÑÈÍÎÏÎÄÎÁÍÎÃÎ ÔÅÐÌÅÍÒÀ ËÈ×ÈÍÎÊ
DROSOPHILA MELANOGASTER

Ðåçþìå
Èññëåäîâàëè âëèÿíèå èîíîâ òÿæ¸ëûõ ìåòàëëîâ íà ÷àñòè÷íî î÷èùåííóþ ìåòî-

äàìè âûñàëèâàíèÿ è èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè òðèïñèíîïîäîáíóþ ïåïòèäãèä-
ðîëàçó ëè÷èíîê äðîçîôèëû. Ïîêàçàíî, ÷òî íà âñåõ ýòàïàõ âûäåëåíèÿ ôåðìåíò ñî-
õðàíÿåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èîíàì Co2+, Cu2+, Zn2+ è Cd2+ ïðè ãèäðîëèçå ñïåöèôè-
÷åñêîãî ñóáñòðàòà áåíçîèëàðãèíèí-ï-íèòðîàíèëèäà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íèçêèå êîí-
öåíòðàöèè ñîëåé òÿæ¸ëûõ ìåòàëëîâ íà îòäåëüíûõ ýòàïàõ î÷èñòêè ïåïòèäãèäðîëà-
çû âûçûâàþò àêòèâèðóþùèé ýôôåêò, òîãäà êàê âûñîêèå (0,2 ìÌ è 0,4 ìÌ) ñèëüíî
óãíåòàþò àíèëèäàçíóþ àêòèâíîñòü èçó÷àåìîãî ôåðìåíòà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: òÿæ¸ëûå ìåòàëëû, ïåïòèäãèäðîëàçà, äðîçîôèëà.
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THE HEAVY METALS IONS INFLUENCE IN VITRO ON
DROSOPHILA MELANOGASTER LARVAE TRYPSINLIKES ENZYME
ACTIVITY

Summary
The influence of the heavy metals ions on partly refined by methods of salting-out

and ion-exchange chromatography trypsinlike peptide hydrolyse of drosophila larvae
has been researched. It is shown that on all the stages of separation the enzyme saves
sensitivity to Co2+, Cu2+, Zn2+ è Cd2+ ions at specific benzoyl arginine-p-nitroanilide
substance hydrolysis. It is established that low concentrations of the heavy metals
salts on the separate stage of peptide hydrolyses purification causes the activating
effect whereas high (0,2 mM and 0,4 mM) � vastly oppress the anilide activity of the
studied enzyme.

Keywords: heavy metals, peptide hydrolyse, drosophila.
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