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concentrations (<0.5 μg/ml), and one dithiocarbamate 
indicated cytotoxicity against eBv-producing marmoset 
B-cell line (B95-8). This result may indicate their direct 
antiviral effect against the Epstein–Barr virus. It was 
determined that the dithiocarbamates do not have 
antiadenoviral activity. It was found that one derivative 
has an insignificant antiviral activity against herpes 
virus HSv-1. The antiviral activity against herpesvirus 
2 HSv-2 was found for three substances with the EC50 
values 75, 70 and 60 μg/ml, respectively. One di-
thiocarbamate with activity against herpesvirus 2 
HSv-2 at EC50=70 µg/ml with SI=7 was identified. 
Investigation of the antimicrobial activity revealed the 

high active two compounds (e. coli MIC=3.9 μg/ml, 
S. aureus MIC=7.8-15.6 μg/ml and M. luteum MIC=7.8 
μg/ml, C. tenuis MIC=0.9 μg/ml). The results of in vivo 
anticonvulsant activity using the PTZ test demonstrated 
five compounds with the antiseizure effect. The com-
pounds were characterized to have acute oral toxicity 
in mice as moderately toxic (LD50>1000 mg/kg). The 
correlation between the structure and each type of 
experimental biological activity has been established.

The obtained results of the present study revealed 
the perspective moderately toxic dithiocarbamate 
derivatives of 9,10-anthraquinone as pro

METALLOTHIONEINS - METAL CHELATORS AND SULFUR SWITCHES.  
TWO FACES OF “UNCONVENTIONAL PROTEINS FROM UNCONVENTIONAL 
ANIMAL MODEL”

Stoliar o.B.1, GnatYSHYna l.l.1,2, KHoMa V.V.1, MiSHcHuK o.V.3
1volodyMyr HNATyUk TerNoPIl NATIoNAl PedAgogICAl UNIverSITy, UkrAINe; 
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The term “unconventional proteins from uncon-
ventional animals” was proposed by Isani and Carpe-
nè (2014) to redefine the functionality of metallothio-
neins (MTs): the ubiquitous low molecular weight 
thermostable proteins that bind stoichiometrically 
d etals (Zn (II), Cd (II), Cu(I), Ag (I), Hg (I)) in the 
metal-thiolate clusters. The investigation of MTs is 
concentrated on their participation in the sequestration 
of metals within the cells. However, despite MTs are 
comprised of about 30% of cysteine residues, they 
are not discussed as a thiol-disulfide buffer. Our 25 
yearlong experience of studies of MTs in ‘unconven-
tional’ animals (lower vertebrate and mollusks) gave 
the evidence of the disproportion between the con-
centrations of total MT (MT-SH) and its metal-con-
tained form (Zn,Cu,Cd-MTs) in different field and 
laboratory exposures. Therefore the aim of present 
study was to evaluate the functionality of MTs in the 
bivalve mollusk Unio tumidus in the exposures that 
approximate the modeling to the complexity of envi-
ronmental challenges. Mollusks were acclimated to 
non-steroidal anti-inflammatory drag diclofenac (Dic, 
600 ng L−1), Ca-channel blocker nifedipine (Nfd, 
700 ng L−1), or phosphonate glyphosate (Gly, 33.8 µg L−1) 
separately at the 18 °C and jointly at the 18 °C 
(Dif+Nfd+Gly) and 25 °C (Dif+Nfd+Gly+T) during 14 
days. The indices of digestive gland were analyzed. 
Zn,Cu,Cd-MTs were isolated by the size-exclusive 
chromatography after the treatment of homogenate 
under the 85 °C during 5 min. Metal concentration was 
detected by atomic absorption spectrophotometry and 

2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-(N-n-propyl-N-3-sulfo-
propylamino)-phenol (5-Br-PAPS)-based spectropho-
tometric method. MT-SH was determined from thiols 
with 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). Re-
duced and oxidized glutathione (GSH and GSSG) 
were determined enzymatically utilizing DTNB. Activi-
ty of superoxide dismutase (SOD) and level of lipid 
peroxidation (TBARS) were assayed for the evaluation 
of oxidative stress manifestations. Cells bioavailabil-
ity was indicated from the activity of caspase-3. 

The results have shown the increase of the MT-SH 
in all exposures except Nfd and, particularly, by Gly 
and co-exposure at 25 °C (by 1.45-1.36 times). At the 
same time, level of Zn.Cu,Cd-MTs was not elevated 
in any exposure and even decreased by 1.82 times in 
the exposure to Gly. Consequently, the level of apo-
thionein increased in all exposures, particularly in the 
groups exposed to Gly and co-exposure. Moreover, 
low metal-binding ability of MTs was accompanied by 
the elevated total level of Cu in the tissue (by 2-3) in 
Dic and Nfd groups, or decreased level of Zn (by 2) 
in Gly group. The GSH concentration increased only 
in the co-exposures (by 1.35 times), and level of GSSG 
was not changed in any exposure with the ratio GSH/
GSSG in the limits of 5-6. SOD activity decreased in 
the exposures to Dic, Gly and Dyc+Nfd+Gly, and the 
TBARS level increased by all exposures except 
Dic+Nfd+Gly. However, caspase-3 activity was in-
creased only in the co-exposures (by 1.40-2.06) indi-
cating the increase in the cells bioavailability. The 
calculated concentration of MTs related SH-groups 
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was about 0.5 of the level of GSH in the tissue (in the 
limits of 64.4 (control) – 93.8 (Gly) nmol∙g-1 FW). Con-
sequently, MTs is a powerful agent in controlling redox 
state of oxidizable thiols (“sulfur switches”). Its re-
sponse was more sensitive than GSH/GSSG couple 
and/or SOD activity in the applied exposures. The 
detailed analysis of the targets for its antioxidant activ-
ity will be the further step of the study. To summarize, 

these and previous results of study of “unconven-
tional proteins from unconventional animals” give an 
evidence that orthodox viewpoint on MTs as solely 
metal-buffering proteins must be reconsidered.

This work has been granted by the awards of 
Ministry of Education and Science of Ukraine to O. Sto-
liar (Projects M/35-2018 and 132B).

КІНЕТИЧНИЙ ПІДХІД У КоМЕТНоМУ ЕЛЕКТроФорЕЗІ  
ЯК МЕТоД ДосЛІДЖЕННЯ ПЕТЕЛьНої оргАНІЗАЦІї ХроМАТИНУ

СИВОЛОБ А.В.
київський НАцІОНАльНий УНІверсиТеТ ІМеНІ ТАрАсА ШевчеНкА, УкрАїНА;
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Кометний електрофорез (електрофорез ізольо-
ваних клітин) є відомим методом виявлення пошко-
джень ДНК на рівні індивідуальних клітин. Метод 
базується на аналізі параметрів електрофоретич-
ного треку (так званого хвоста комети), що форму-
ється при електрофорезі нуклеоїдів, отриманих 
шляхом лізису клітин в тонкому шарі агарози на 
поверхні предметного скла мікроскопа. Довгий час 
фізичні принципи міграції ДНК у такій незвичайній 
електрофоретичній системі були недостатньо зро-
зумілими. Було відомо при цьому, що, за відсутно-
сті пошкоджень ДНК, нуклеоїди складаються з 
надспіралізованих петель ДНК, основи яких при-
єднані до залишкових білкових структур, нечутли-
вих до умов лізису. Питання про те, наскільки такі 
петлі відповідають петельним доменам, які фор-
муються на вищих рівнях структурної організації 
хроматину і відіграють важливу роль в регуляції 
транскрипції та інших процесів, залишалось нез'я-
сованим. 

Ми розробили нову модифікацію методу комет-
ного електрофорезу, в основі якої лежить аналіз 
кінетики формування електрофоретичного треку 
після одночасної реєстрації зміни у часі двох па-
раметрів: відносного вмісту ДНК у хвостах комет 
та довжини хвостів, яка дозволяє оцінити контурну 
довжину найдовших петель у їхньому складі. Наші 
результати, по-перше, продемонстрували, що, за 
нейтральних значень рН, надспіралізовані петлі 
ДНК дійсно є головним компонентом хвостів комет 
при електрофорезі нуклеоїдів, отриманих з неуш-
коджених клітин. По-друге, аналіз впливу на кіне-

тику електрофорезу інтеркаляторів ДНК і денату-
рантів білків, а також порівняння наших результатів 
із даними інших методів, свідчать, що петлі ДНК 
нуклеоїдів відповідають петельним доменам хро-
матину. Отже, наш підхід може бути застосований 
для дослідження певних особливостей петельної 
організації хроматину у клітинному ядрі.

Кінетичний підхід дозволяє розділити усі петлі 
ДНК на три категорії: відносно короткі петлі, розта-
шовані на поверхні нуклеоїду; більш довгі (до 
приблизно 200 тис. пар нуклеотидів) внутрішні 
петлі; внутрішні петлі більшого розміру, нездатні 
рухатись при електрофорезі. Розподіл петельних 
доменів по трьом категоріям виявився залежним 
від функціонального стану і типу клітин. Другою 
характеристикою петель, що може бути визначена 
за допомогою кінетичного підходу, є рівень їхньої 
надспіралізації. Крім того, аналіз кінетичних даних 
свідчить про експоненційний розподіл петельних 
доменів за їхньою контурною довжиною, що узгод-
жується з даними інших методів дослідження 
упаковки хроматину в клітинному ядрі. Параметри 
цього розподілу, що можуть бути оцінені на основі 
аналізу кінетичних змін довжини хвостів комет і 
вмісту ДНК у їхньому складі, також виявились клі-
тиноспецифічними і чутливими до зміни функціо-
нального стану клітин.

Таким чином, відносно проста техніка комет-
ного електрофорезу відкриває нові можливості для 
дослідження вищих рівнів структурної організації 
хроматину.
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