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Abstract. Anthropogenic pollution of natural waters by pesticides became a global prob-
lem with the beginning of their widespread use in the 1960s of the twentieth century. The most 
studied cells’ response to the pesticides is an increase in the content of reactive oxygen species 
(ROS) and, as a consequence, the development of oxidative stress. The proliferative activity of 
cells is regulated by various factors and largely depends on the expression of proteins involved 
in the DNA replication. Among such proteins are replicative proteins A (RPA), which binds sin-
gle-stranded DNA (ssDNA) of eukaryotes. Disruption of RPA-associated cellular activity initi-
ates genomic imbalance, so the expression and content of RPA1 serves as a marker not only of 
the cell cycle stability, but also the relevant response to DNA damage caused by ecotoxicants.
The aim of our study is to determine the oxidative stress development and the RPA1 protein 
state as a response of rainbow trout’s brain cells to the influence of sublethal concentrations 
of the lambda-cyhalothrin. A model experiment on the neurotoxicity of lambda-cyhalothrin was 
performed on the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) under experimental conditions in a la-
boratory. The obtained results indicate that sublethal concentrations of lambda-cyhalothrin in the 
water induce a significant increase in ROS generation in the rainbow trout’s brain. It was found 
that the content of ROS in the fish brain in all experimental groups depends on both the lambda-
cyhalothrin concentration and the duration of exposure to the pesticide. Oxidative stress under the 
influence of lambda-cyhalothrin increases the content of stress-regulating protein RPA1 in the fish 
brain, inhibits transcriptional activity and limits the DNA breaks repair, which, in turn, can lead to 
genomic instability and activation of apoptosis. This indicates a high sensitivity of the mechanism 
of DNA replication to the neurotoxic effect of synthetic pyrethroids. Thus, the detected increased 
expression of RPA1 protein may be an adequate biomarker of cellular response to the toxic effects 
of synthetic pyrethroids in the brain of fish. Further studies of the effect of pyrethroids on key 
proteins of the aquatic organisms’ reaction to intoxication are of great importance for the determi-
nation of indicative biomarkers of pesticide pollution and its potential risk.
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Анотація. Антропогенне забруднення природних вод пестицидами стало загальносвітовою проблемою від початку їх ши-
рокого використання у 60-ті роки ХХ ст. Найбільш вивченою реакцією на присутність пестицидів у клітинах є підвищення 
вмісту реактивних сполук кисню (РСК) і, як наслідок, розвиток окиснювального стресу. Проліферативна активність клітин 
регулюється різними факторами і багато в чому залежить від експресії білків, що беруть участь в реплікації ДНК. До таких 
білків відносять реплікативний білок А (RPA), що зв’язує одноланцюгову ДНК (олДНК) еукаріотів. Порушення RPA-асоційова-
ної клітинної активності ініціює геномний дисбаланс, тому експресія та вміст RPA1 слугують маркером не тільки стабільності 
клітинного циклу, але і відповідної реакції на пошкодження ДНК, викликаної дією екотоксикантів. Метою нашого досліджен-
ня є визначення наявності окиснювального стресу та стану білка RPA1 як реакції клітин головного мозку райдужної форелі 
на вплив сублетальних концентрацій лямбда-цигалотрину. Модельний експеримент нейротоксичності лямбда-цигалотрину 
проведено в лабораторії на аквакультурі пструга райдужного (Oncorhynchus mykiss). Отримані результати вказують на те, що 
сублетальні концентрації лямбда-цигалотрину в середовищі існування райдужної форелі індукують достовірне підвищення 
генерації РСК. Встановлено, що вміст РСК у головному мозку риб усіх експериментальних груп залежить як від концентрації 
лямбда-цигалотрину в середовищі існування райдужної форелі, так і від тривалості впливу токсиканту. Унаслідок окиснюваль-
ного стресу під впливом лямбда-цигалотрину відбувається підвищення вмісту стрес-регулювального білка RPA1 у головному 
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мозку риб, пригнічення транскрипційної активності та обмеження репарації розривів ДНК, що у свою чергу може призводити 
до геномної нестабільності і активації процесів апоптозу. Це свідчить про високу чутливість механізму реплікації ДНК до ней-
ротоксичного ефекту синтетичних піретроїдів. Таким чином, виявлена підвищена експресія білка RPA1 може бути адекватним 
біомаркером клітинної адаптації до токсичної дії синтетичних піретроїдів у мозку риб. Подальші дослідження впливу піре-
троїдів на ключові білки клітинної відповіді на інтоксикацію в гідробіонтів мають велике значення для виявлення показових 
біомаркерів забруднення навколишнього середовища пестицидами та його потенційного ризику.

Ключові слова: піретроїдні пестициди; райдужна форель; реактивні сполуки кисню; RPA1; біомаркери.

Вступ

Починаючи з другої половини ХХ ст., використання різ-
номанітних пестицидів у сільському та лісовому господарстві 
набуло глобального характеру. Антропогенне забруднення при-
родних вод пестицидами стало загальносвітовою проблемою 
від початку їх широкого використання у 1960-ті роки. Ця група 
токсикантів представляє серйозну потенційну небезпеку для 
живих організмів водних екосистем. Уміст деяких пестицидів 
може перевищувати допустимі рівні як у донних відкладеннях, 
так і в поверхневих водах багатьох водойм світу (Li et al., 2019). 
Однією з таких груп пестицидів є синтетичні піретроїди. 

Синтетичні піретроїди метаболізуються певними ензимами 
з утворенням широкого кола метаболітів, включаючи і такі, що 
здатні долати гематоенцефалічний бар’єр (ГЕБ) і накопичувати-
ся в тканинах мозку (Alak et al., 2019). У таких випадках біохі-
мічні і молекулярні порушення можуть спричиняти ушкоджен-
ня клітин мозку, у тому числі і необоротні. Однак молекулярні 
механізми виживання клітин мозку під час впливу піретроїдів, 
а також діапазон клітинної відповіді на їх цитотоксичну дію за-
лишаються практично нерозкритими.

Лямбда-цигалотрин – це синтетичний піретроїд, який ши-
роко використовується у світі. Він близький за структурою до 
природного інсектициду піретрину та має ефективні інсекти-
цидні властивості. У риб лямбда-цигалотрин порушує роботу 
нервової системи, викликаючи руховий параліч, і підвищує 
рівень смертності. Наприклад, під впливом сублетальних кон-
центрацій (0,86 мкг/л) лямбда-цигалотрину в нільської тиляпії 
(Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) відбуваються зміни в ру-
ховій функції нейронів вже через 24 год після початку інтокси-
кації. У подальшому змінюються концентрації осморегулятор-
них електролітів (К, Са, глюкоза тощо), з’являються гіперемія 
зябрових судин, інфільтрація еозинофілів, гіперплазія клітин 
слизового епітелію, а згодом і формування аневризми судин та 
некроз епітелію зябер (Fernandes et al., 2020).

Найбільш вивченою реакцією на присутність пестицидів у 
клітинах є підвищення вмісту реактивних сполук кисню (РСК) і, 
як наслідок, розвиток окиснювального стресу (Sharma & Jindal, 
2020; Yang et al., 2020). Реакцію антиоксидантних систем на 
вплив пестицидів запропоновано використовувати як біомарке-
ри токсичного впливу (Sharma & Jindal, 2020). Однак модуляція 
активності антиоксидантних ферментів ушкоджуючими факто-
рами має спільні риси, що не залежить від природи токсичної 
речовини (Pillet et al., 2019; Valavanidis, 2006). Незважаючи на 
те, що різні токсиканти можуть викликати схожу відповідь ан-
тиоксидантної системи, реєстрація показників окиснювального 
стресу, а також активності антиоксидантної системи є важли-
вим доповненням до вивчення дії екотоксикантів на живі орга-
нізми (Dos Santos, 2018). Ще одна особливість впливу деяких 
пестицидів обумовлена їх високою здатністю пригнічувати 
клітинну активність через інгібування гормональної та цито-
кінної регуляції (Özdemir et al., 2018). Деякі автори пов’язують 
прооксидантну дію пестицидів з генотоксичними ефектами, 
які виявляються в безхребетних і хребетних тварин (Yadav et 
al., 2021). Зокрема, показані генотоксичні ефекти синтетичних 
піретроїдів у тканинах гідробіонтів (Amaeze et al., 2020).

Відомо, що проліферативна активність клітин регулюєть-
ся різними факторами і багато в чому залежить від експресії 
білків, що беруть участь в реплікації ДНК. До таких білків 

відносять реплікативний білок А (RPA), який зв’язує однолан-
цюгову ДНК (олДНК) еукаріотів (Wold, 1997). Під час репліка-
ції олДНК утворюється безперервно і є важливою проміжною 
сполукою в процесі рекомбінаційно-опосередкованого віднов-
лення пошкодженої ДНК. RPA є основним еукаріотичним олД-
НК-зв’язувальним білком. RPA запобігає помилковим реакціям 
олДНК під час реплікації та підтримує її одноланцюговість, що 
і забезпечує можливість реплікації. RPA зв’язує також олДНК, 
щоб підтримувати такі ділянки в неспареному стані для репа-
раційних процесів (Xuan & Wolf-Dietrich, 2008). У такий спосіб 
RPA захищає тимчасово утворену олДНК від нуклеотидної де-
градації. Крім добре вивчених функцій у реплікації та репарації 
ДНК, RPA бере участь у більш широкому колі діяльності ДНК, 
включаючи складання нуклеосом, регулювання експресії генів, 
підтримання теломер та інші численні процеси в метаболізмі 
нуклеїнових кислот (Dueva & Iliakis, 2020).

У ході ініціації транскрипції RPA врівноважує одноланцю-
гову область ДНК, тому його присутність необхідна як у почат-
ковій, так і в наступних фазах реплікації. Білок RPA є гетеро-
мерним комплексом і складається з трьох субодиниць (RPA1, 
RPA2 та RPA3). ДНК-зв’язувальна активність опосередкована 
доменами RPA1-субодиниці (70-kDa), яка бере участь у про-
цесах реплікації, репарації і рекомбінації ДНК (Zou & Elledge, 
2003). Порушення RPA-асоційованої клітинної активності іні-
ціює геномний дисбаланс, тому експресія та вміст RPA1 слу-
гують маркерами не тільки стабільності клітинного циклу, але 
і відповідної реакції на пошкодження ДНК, викликаної дією 
токсикантів (Choi et al., 2010). 

Як інформативний та валідний тест-об’єкт для вивчення 
впливу різних екотоксикантів, у тому числі й пестицидів, на-
разі широко використовується пструг (форель) райдужний 
(Oreochromis niloticus (Walbaum, 1792); (Ciardullo et al., 2008; 
Kenšová et al., 2012).

Мета нашого дослідження полягала у визначенні наявності 
окиснювального стресу та стану білка RPA1 як реакції клітин 
головного мозку райдужної форелі на вплив сублетальних кон-
центрацій лямбда-цигалотрину.

Матеріал та методи

Модельний експеримент нейротоксичності лямбда-цига-
лотрину проведено в лабораторії на аквакультурі пструга (фо-
релі) райдужного (37,43±2,73 г та 11,24±1,04 см), отриманого 
з рибної ферми Кебан (Keban baraj gölü, м. Елязиг, Туреччина) 
і акліматизованого у 600-літрових ємкостях протягом 15 діб. 
Температура води становила 14±3 °С, рівень розчиненого кис-
ню 8,24±0,5 мг/л, рН 7,3±0,2. Рибу годували кормами промис-
лового виробництва двічі на добу, при цьому добова норма кор-
мів становила 2% від маси тварини.

Відповідно до правил визначення LC50, райдужну форель 
піддавали дії лямбда-цигалотрину в семи експериментальних 
групах з концентраціями 200, 500, 1500, 5000 та 10000 нг лямб-
да-цигалотрину на літр води. Експеримент тривав протягом 
96 год. Зміни в життєздатності реєстрували 6 разів на добу. 
Встановлено, що 96-годинна LC50 лямбда-цигалотрину для 
молоді райдужної форелі віком 10–12 місяців становила 5420 
нг/л. Сублетальні низькі концентрації лямбда-цигалотрину для 
експерименту визначали з розрахунку 5% і 10% від величини 
LC50, що дорівнює 271 нг/л і 542 нг/л, відповідно. Чотири кон-
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трольні групи риб по 15 особин кожна піддавали впливу зазна-
чених сублетальних концентрацій протягом 2-х та 28-ми діб. 
Дві контрольні групи риб, кожна з яких включала 15 особин, 
лямбда-цигалотрину не піддавали.

Відбір тканин мозку проводили відповідно до вимог Комісій 
з біоетики Бінгьольського університету (м. Бінгьол, Туреччина) 
та Дніпровського національного університету імені Олеся Го-
нчара (м. Дніпро, Україна), що стосуються роботи з експери-
ментальними тваринами. Проби головного мозку риб зберігали 
замороженими при температурі –80 °С. Для отримання гомоге-
нату мозок гомогенізували у співвідношенні тканина:буфер як 
1:10. Склад буферного розчину: 10 мМ Тріс-буфер (рН = 7,4); 
0,1 мМ NaCl; 1% TritonX-100; 0,2% SDS; 2,5 мМ етилендіамін-
тетраоцтової кислоти; 6,5 мкМ апротиніну; 1,5 мкМ пепстати-
ну А; 23 мкМ лейпептину; 1 мМ фенілметилсульфонілфторид; 
1 мкМ ортованадату натрію; 5 мкМ інгібітора трипсину сої. 
Гомогенізацію та інші процедури проводили на льоду, щоб за-
побігти деградації білка, викликаної підвищенням активності 
протеаз. Після екстракції білка протягом 60 хв за температури 
+4 °С проводили центрифугування при 60 000 об/хв (60 хв, +4 
°С). Отримані супернатанти зберігали за температури –80 °С. 

Імуноблотинг проводили з використанням електрофорезу в 
поліакриламідному гелі (10% акриламіду) (Hnasko & Hnasko, 
2015). Уміст РСК визначали флюорометричним методом при 
забарвленні 2',7'-дихлорфлуоресцеїн діацетатом (DCFH-DA). 
Кожен зразок був протестований в п’яти паралелях.

Після поділу білки переносили на полівініліденфторидну 
(ПВДФ) мембрану, промивали фетальною бичачою сироват-
кою та інкубували в блокувальному буфері (3%-вий бичачий 
сироваточний альбумін) протягом 60 хв. Після блокування 
мембрани інкубували протягом 10 год (+4 °C) з відповідними 
первинними антитілами – анти-RPA1 (SantaCruz, sc-48425, роз-
ведення 1:1000) і анти-β-актину (Abcam, ab8226, розведення 
1:3000). Після інкубації з первинними антитілами мембрану 
тричі промивали Тріс-буферним фізіологічним розчином, що 
містить 0,05% Твін 20 (TBS-T). Промиті мембрани інкубували 
з мишачими вторинними антитілами, міченими пероксидазою 
хрону (HRP) протягом 60 хв за кімнатної температури. Після 
триразового промивання мембран розчином TBS-T проводили 
візуалізацію результатів вестерн-блот методом хемілюмінес-
ценції (Alegria-Schaffer et al., 2009). з використанням автома-
тичного рентгенівського апарата (Carestream Health Inc., США). 
Для сканування фотоплівок використовували систему візуалі-
зації BIO-RAD. Результати оцінювали методом денситометрії з 
використанням програми IMAGE-J. 

Статистичний аналіз отриманих результатів проводили з 
використанням програми SPSS Statistics 20 з множинним по-
рівнянням за тестом Дункана. Кількісні дані представляли у 
вигляді середнього значення зі стандартним середньоквадра-
тичним відхиленням. Значущість відмінностей між групами 
оцінювали за допомогою t-критерію Стьюдента (Р<0,05) після 
перевірки гіпотези на нормальність розподілу.

Результати

Утворення реактивних сполук кисню (РСК) та окиснюваль-
ний стрес є наслідком впливу різних за природою токсикантів, 
включаючи сучасні пестициди. З огляду на це, ми визначали рі-
вень РСК у головному мозку риб усіх експериментальних і кон-
трольних груп. Отримані дані рівнів РСК у головному мозку 
риб, які зазнавали впливу лямбда-цигалотрину, представляли у 
вигляді відносного вмісту порівняно з контрольними значення-
ми (рис. 1).

 Для виявлення вмісту білка RPA1 у головному мозку рай-
дужної форелі після впливу сублетальними концентраціями 
лямбда-цигалотрину протягом 4-х та 28-ми діб проведений 
імуноблотинг (рис. 2). 

Дані вмісту білка RPA1, які представлені на рис. 3, були об-
числені з урахуванням умісту бета-актину (рис. 2). Виявлено, 

що вміст білка RPA1 в мозку всіх експериментальних груп рай-
дужної форелі під дією лямбда-цигалотрину істотно підвищу-
вався (рис. 3). Підкреслимо, що лямбда-цигалотрин ініціював 
значне збільшення експресії RPA1 в групах риб, яких піддавали 

Рис. 1. Відносний вміст реактивних сполук кисню (РСК) у 
мозку райдужної форелі під дією сублетальних (271 та 542 

нг/л) концентрацій лямбда-цигалотрину протягом 4-х та 28-ми 
діб (M±SD); *Р<0,05; **Р<0,01

Рис. 2. Результати імуноблотингу фракцій білків мозку 
райдужної форелі під дією сублетальних (271 та 542 нг/л) 

концентрацій лямбда-цигалотрину протягом 4-х та 28-ми діб 
(K – контроль)

Рис. 3. Відносний вміст білка RPA1 у мозку райдужної форелі 
під дією сублетальних (271 та 542 нг/л)

концентрацій лямбда-цигалотрину
протягом 4-х та 28-ми діб (M±SD); **Р<0,01
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менш тривалому впливу (4 доби), незалежно від концентрації 
лямбда-цигалотрину. Виявлено виражений дозозалежний ха-
рактер змін умісту RPA1 у риб експериментальних груп, експо-
нованих реальними для забрудненого довкілля концентраціями 
лямбда-цигалотрину (5% LC50 та 10% LC50). 

Отримані результати показали, що вплив меншої дози 
лямбда-цигалотрину (5% LC50) викликає більш суттєве 
збільшення вмісту білка RPA1 у головному мозку риб порів-
няно з експериментальною групою риб, експонованих дозою
10% LC50.

Обговорення

Дослідження Li et al. (2010) вказують, що за тривалого 
впливу пропіконазолу у пструга райдужного підвищувалися 
показники окиснювального стресу. Виявлено, що низький рі-
вень окиснювального стресу викликає адаптивні реакції анти-
оксидантної захисної системи, тоді як тривалий вплив пести-
циду може призвести до серйозних окиснювальних ушкоджень 
мозку риб (Li et al., 2010).

Життєздатність клітинних структур, за інтоксикації низьки-
ми дозами лямбда-цигалотрину, залежить від ефективності клі-
тинної відповіді, яка може забезпечити виживання або запро-
грамовану загибель клітин. Клітини головного мозку є одними 
з найбільш чутливих до окиснювальних ушкоджень, оскільки 
для них характерні інтенсивне споживання кисню і низький 
рівень антиоксидантного захисту. Тому цілком зрозуміло, що 
вплив синтетичного піретроїду може індукувати підвищення 
клітинного рівня РСК і, як наслідок, порушення в клітинах 
мозку.

Отримані результати вказують на те, що сублетальні кон-
центрації лямбда-цигалотрину в середовищі існування райдуж-
ної форелі індукують достовірне підвищення генерації РСК. 
Встановлено, що вміст РСК у головному мозку риб усіх екс-
периментальних груп залежить як від концентрації лямбда-ци-
галотрину в середовищі існування райдужної форелі, так і від 
тривалості впливу токсиканту. 

Білки RPA представлені консервативними протеїнами, які 
присутні практично в кожній еукаріотичній клітині (Ishibashi et 
al., 2001; Wold, 1997), а їх доменна структура подібна в усіх жи-
вих організмів (Iftode et al., 1999; Wold, 1997). Разом з іншими 
білками реплікації ДНК ці протеїни забезпечують нормальне 
функціонування мозку (Mason et al., 2014). 

Унаслідок окиснювального стресу під впливом лямбда-ци-
галотрину відбувається підвищення вмісту стрес-регулюваль-
ного білка RPA1 у головному мозку риб, пригнічення тран-
скрипційної активності та обмеження репарації розривів ДНК, 
що у свою чергу може призводити до геномної нестабільності й 
активації процесів апоптозу. Це свідчить про високу чутливість 
механізму реплікації ДНК до нейротоксичного ефекту синте-
тичних піретроїдів.

Таким чином, виявлена підвищена експресія білка RPA1 
може бути адекватним біомаркером клітинної адаптації до 
токсичної дії синтетичних піретроїдів у мозку риб. 

Висновки

Вплив низьких сублетальних концентрацій лямбда-цига-
лотрину викликає генерацією реактивних сполук кисню в моз-
ку риб та змінює експресію білка RPA1. Підвищення вмісту 
RPA1 у тканині мозку тварин є складовою клітинної відповіді 
на пошкодження ДНК. Збільшення експресії білків RPA може 
слугувати маркером порушень ДНК за хронічної інтоксикації 
пестицидами.

Подальші дослідження впливу піретроїдів на ключові біл-
ки клітинної відповіді на інтоксикацію в гідробіонтів поляга-
тимуть у визначенні показових біомаркерів забруднення на-
вколишнього середовища пестицидами та його потенційного 
ризику.
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