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	Реакция некоторых биохимических параметров в тканях Mizuhopecten yessoensis (Jay, 1856) на воздействие меди в условиях преднерестового периода

Загрязнение морской среды тяжелыми металлами является одной из важных экологических проблем (Boran, Altınok, 2010; Ващенко и др., 2010). Так, с ростом численности населения нашей планеты происходит увеличение добычи опасного биоцида – меди. Источниками поступления меди в окружающую среду являются горнодобывающая и металлообрабатывающая промышленность, бытовые сточные воды, сельскохозяйственный сток, противообрастающие краски для судов (Ohji, Harino, 2017), сжигание древесины, обработанной фунгицидами (Augustsson, 2016), износ тормозных колодок автомобилей, асфальта, водопроводной системы, различных кабелей и т.д. (Amneklev, 2016). 
Острая (кратковременное действие высокой концентрации) и хроническая (длительное действие низких концентраций) токсикация медью приводит к деструктивным изменениям на всех уровнях организации от молекулярного и клеточного до популяционного и экосистемного (Rygg, 1985; Челомин и др., 1998; Sze, Lee, 2000; Matozzo et al., 2001; Brown et al., 2004; King et al., 2004; Munari, Mistri, 2007). Сублетальные эффекты для многих беспозвоночных наблюдаются уже при концентрации меди 5 мкг/л (Flemming, Trevors, 1989). 

В то же время, медь относится к эссенциальным элементам и необходима для роста и развития всех живых организмов. Из-за своего окислительно-восстановительного потенциала медь является кофактором таких важных ферментов как цитохром-С-оксидазы (Rich, 2017) и супероксиддисмутазы (Fetherolf, 2017), у моллюсков и членистоногих медь входит в состав дыхательного пигмента гемолимфы (Алякринская, 1979). Медь активирует процесс гаметогенеза (Zorita et al, 2006), а также наблюдается увеличение концентрации меди в тканях во время гаметогенеза у беспозвоночных животных (Evtushenko et al., 1986; Georgiades et al, 2007).
В настоящее время предельно допустимая концентрация (ПДК) меди в российских морских водах составляет 5 мкг/л (Ежегодник качества морских вод…2015), в США – 3.1 мкг/л (Bosse, 2014). Считается, что фоновое содержание меди в прибрежных водах Приморского находится в пределах 0.2-0.8 мкг/л (Шулькин, 2004). В загрязненных акваториях залива Петра Великого концентрация этого металла варьирует от 2 до 10 мкг/л, а в отдельных акваториях может достигать 29 мкг/л (Залив Находка) и 55 мкг/л (пролив Босфор Восточный и б. Улисс) (Ежегодник качества морских вод…2008, 2010-2015 гг.). 

Для оценки степени загрязнения водной среды тяжелыми металлами используют бентосных организмов, в частности, двустворчатых моллюсков, способных аккумулировать различные металлы до концентраций, значительно превышающих их концентрации в морской среде (Romero-Ruiz et al., 2003; Nigro et al., 2006; Belcheva et al., 2015).

Кроме того, при оценке загрязнения морских вод широко используют реакции на молекулярно-биохимическом и морфологическом уровне (биомаркеры), которые, в отличие от химического анализа, указывают на повреждения биологических систем, вызванные поллютантами. Например, активности кислой и щелочной фосфатаз используются как биотесты для оценки загрязненности морских вод (Мензорова, Рассказов, 2007), а также в качестве биомаркеров токсического воздействия на гидробионты (Mazorra et al., 2002; Muginova et al., 2005; Jing et al., 2007; Дроганова, Поликарпова, 2016). Активность антиоксидантного фермента - каталазы, накопление продуктов окислительной деструкции липидов (МДА) и белков (карбонилы), уровень повреждения молекулы ДНК являются неспецифическими биомаркерами при оценке общей токсичности среды обитания (Walker et al., 2000; Слободскова и др., 2015; Madeira et al., 2016).
Приморский гребешок Mizuhopecten yessoensis является важным объектом марикультуры и промысловым видом, и широко использовался для оценки экологического состояния прибрежных акваторий (Ващенко 1999, 2000; Слободскова и др., 2015). 
Исследований, касающихся токсического действия тяжелых металлов на состояние гребешков, немного, в то время как этот объект требует всестороннего изучения ввиду участившихся случаев массовой гибели этих моллюсков в марикультурных хозяйствах (Xiao et al., 2005; Zhang et al., 2006). 

В то же время воздействие химических веществ различной природы на морские организмы происходит в условиях периодического колебания биотических (reproductive and resting stages) и абиотических факторов (температура, соленость, доступность пищи и кислорода). 

Так, период активного гаметогенеза моллюсков сопровождается существенным разрастанием гонад и пищеварительной железы, увеличением потребления кислорода и интенсивности дыхания, что требует значительных затрат энергетических ресурсов и усиления функционирования всех компонентов пищеварительной системы (Седова, Викторовская, 2000; Gonzalez-Fernandez et al., 2016). В это время у моллюсков повышается активность ряда антиоксидантных ферментов, защищающих клетки от вредного воздействия активных форм кислорода, образующихся вследствие увеличения интенсивности дыхания и метаболизма (Gonzalez-Fernandez et al., 2016). 

Такие stressors can affect the physiological status of animals and must be considered when evaluating animals' response to pollution. 
Учитывая эти обстоятельства, мы исследовали чувствительность морского моллюска Mizuhopecten yessoensis, находящегося в преднерестовом состоянии, к различным концентрациям меди. Реакцию моллюска на это воздействие оценивали по комплексу биохимических параметров, включающих ферменты общего метаболизма (активность кислой и щелочной фосфатаз), а также показатели окислительного стресса (активность антиоксидантного фермента – каталазы и уровни повреждения ДНК, липидов и белков).

2. Materials and methods
2.1. Animal collection, maintenance and metal treatments 
Двухлетние особи приморского гребешка Mizuhopecten yessoensis of 74.3 ± 8.8 mm (mean ± S.D., n = 246) были собраны в начале мая 2017 г из садков марикультурного хозяйства б. Северной Славянского залива (залив Петра Великого, Японское море) (привести координаты местности). Часть животных (n = 150) использовали для определения гонадосоматического индекса (gonad index -GI) (Ким, 2014).
The animals (n = 96) were placed in three 140-l open aerated aquariums at laboratory for 2 days prior to experiments. Scallops were divided into three groups of 32 animals each. Two groups were exposed to copper (CuSO4) of 10 and 30 µgl-1, respectively. Third group was used as controls. Experiments were carried out at fairly constant water temperature (16-17°C) and constant metal levels; the water was changed periodically (after 48 h). Animals were fed планктоном из расчета 20 мг сухого веса на одного гребешка daily.
2.2. Sample preparation and biochemical assays
After different exposure times (0, 4, 11 days) 10 clams from each group were sacrificed and digestive gland and gills were removed immediately. The tissues were rapidly frozen and stored at a temperature of -80°C.  Ткани моллюсков гомогенизировали в охлажденном 0.05 М фосфатном буфере (pH 7.4) (1:10, w/v), содержащем 0.1 мМ phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF), 1% Triton X-100, 1 мМ ЭДТА, при температуре 40С. Часть гомогената центрифугировали в течение 30 минут при 15 000 g и температуре 40С на центрифуге Sigma 216 PK (Sartorius). В полученном супернатанте определяли содержание белка и активность ферментов. Другую часть гомогената использовали для определения продуктов окислительного повреждения белков и липидов.
Acid phosphatase (AcPase) (EC 3.1.3.2) and alkaline phosphatase (ALP) (EC 3.1.3.1) activity was assayed by the method of Seitkalieva et al. (2015) with p-NPP as substrate. Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) activity was determined by the hydrogen peroxide decomposition rate (Regoli, Principato, 1995). Lipid peroxidation was assessed by the thiobarbituric reactive species (TBARS) assay, which measures the production of lipid peroxidation products that react with thiobarbituric acid (Buege, Aust, 1978). Protein-carbonyl (PC) content was determined using the method Reznick and Packer (1994).

The Comet assay was based on the procedure described by Slobodskova et al. (2012).

Protein concentration was determined using the modified Lowry method (Markwell et al., 1978).
Данные биохимических показателей are expressed as the mean ± S.D. (n = 10, одно животное - 1 проба).
All measurements were performed at 200C using a Shimadzu UV-2550 spectrophotometer.
2.3. Metal accumulation
To determine the metal content, the tissues from six animals were divided into three replicates (two specimens per replicate) and dried until a constant weight was achieved at +750С. Digestive gland and gill samples were dried, weighed and digested in Teflon bottles using nitric acid (16 M HNO3) to determine the levels of Cu. The heavy metal content was analyzed using an atomic absorption spectrophotometer with flame atomization and deuterium background correction (Shimadzu AA-6800). The metal concentration are expressed as the mean ± S.D. (n = 3). 
2.4. Statistical analysis
Для сравнения средних значений представленных данных использовали непараметрический критерий Mann-Whitney в программе Statistica 7. Significance was established at p < 0.05.3. Results
No mortality was observed in M. yessoensis over the course of metal exposures but metal accumulation and biochemical responses in tissues were evident.
Гребешки находились в начале преднерестового состояния, gonad index (GI) составил 13% (n = 150). ГИ перед самым началом нереста, который проходит с конца мая по июль, обычно составляет 28-32 % (Ким, 2014).
3.1. Metal accumulation
У контрольных гребешков (контроль 4 дня) в пищеварительной железе концентрация меди была в 7 раз выше (37 мкг/г сух веса), чем в жабрах (4,9 мкг/г сух веса) (рис. 1). К концу периода (11-й день) содержания в аквариуме контрольных особей приморского гребешка наблюдали увеличение содержания меди в пищеварительной железе и жабрах в 1.7 и 2 раза соответственно. 

У экспериментальных моллюсков в условиях воздействия меди отмечено существенное увеличение концентрации металла в тканях в зависимости от времени выдерживания и концентрации (рис. 1).

В итоге к концу эксперимента концентрация меди в тканях морского гребешка значительно возросла и составила в пищеварительной железе и жабрах 384 и 325 мкг/г сух веса, соответственно. 
3.2. Enzyme activities
У моллюсков активность КФ (AcPase) в пищеварительной железе была в 2 раза выше, чем в жабрах (рис. 2A). В то же время активность щелочной фосфатазы у особей приморского гребешка, наоборот, была в пищеварительной железе в 3 раза ниже по сравнению с жабрами (рис. 2А). Активность КАТ была в 1.5-2 раза выше в жабрах контрольных моллюсков по сравнению с пищеварительной железой (рис. 2А).

При содержании контрольных моллюсков в аквариумных условиях наблюдалось увеличение активности AcPase в жабрах в среднем на 35%.

Результаты экспериментов показали, что при воздействии 10 и 30 мкгCu/л на моллюсков в течение 4-х дней наблюдается активация кислой фосфатазы: в пищеварительной железе при обеих концентрациях меди - на 20% (рис. 3А), а в жабрах в 2 и 1.6 раза, соответственно (рис. 4А). Но к концу эксперимента при концентрации 30 мкгCu/л активность AcPase в обеих тканях снизилась на 20% (рис. 3А, 4А). 

При накоплении меди в пищеварительной железе моллюска активность щелочной фосфатазы не изменилась (рис. 3А). В жабрах на 4-й день накопления меди происходила активация щелочной фосфатазы в 2 и 1.5 раза при воздействии 10 и 30 мкгCu/л, соответственно (рис. 4А). К 11 дню активность фермента снижалась в экспериментах с обеими концентрациями меди, но оставалась выше контроля при воздействии 10 мкгCu/л. 

При накоплении меди в пищеварительной железе моллюска не происходило достоверных изменений в активности каталазы (рис. 3А). В жабрах наблюдалось увеличение активности каталазы в 2 раза при 10 мкгCu/л на 4-й день воздействия и ингибирование в 1.7 раза при 30 мкгCu/л через 11 дней по сравнению с контролем (рис. 4А).
3.3. Oxidative damage 
Исследования показали, что у приморского гребешка уровни индикаторов окислительного стресса (protein-carbonyl levels, lipid peroxidation, measured as TBARS content and degree of DNA damage) были выше в пищеварительной железе, чем в жабрах в 6 и 2 раза, соответственно (рис. 2B). 

В условиях эксперимента при воздействии 30 мкг/л в течение 11 дней произошло увеличение содержания protein-carbonyl levels практически на 30% (рис. 3B). Тогда как в жабрах наблюдалась иная картина: снижение уровня карбонилов на 20% в начале эксперимента при воздействии обеих концентраций меди (рис. 4B).

В пищеварительной железе при воздействии низкой концентрации меди (10 мкгCu/л) наблюдали увеличение содержания продуктов окислительной деструкции липидов приблизительно на 50%, а при воздействии высокой концентрации (30 мкгCu/л) уровень этих продуктов вырос почти на 70% к концу эксперимента (рис. 3B). В тоже время, в условиях эксперимента при обеих концентрациях меди в воде накопления TBARS в жабрах моллюсков не происходило (рис. 4B). Более того, при воздействии низкой концентраций меди (10 мкгCu/л в течение 4-х дней), отмечено даже снижение уровня TBARS приблизительно на 40% по сравнению с контролем.

Только в ПЖ наблюдалось увеличение degree of DNA damage на 30% при воздействии 10 мкгCu/л в течение 11-и дней (рис. 4В).

обсуждение
В настоящей работе были выбраны концентрации меди 10 и 30 мкг/л, которые превышают установленные нормативы содержания меди в морской воде, однако являются реально существующими для некоторых акваторий Мирового океана (Stauber et al., 2005; Fernandez et al., 2007) и залива Петра Великого (Ежегодник качества морских вод…2008, 2015 гг.), а также являются сублетальными для морских беспозвоночных (Flemming, Trevors, 1989). В marine mesocosms было показано, что концентрация меди, начиная с которой наблюдается влияние на репродукцию двустворчатого моллюска Cerastoderma edule, развитие популяции копеподы и рост перифитона, составляет 9.9 мкг/л и выше (Foekema et al., 2015) [reproduction success of the bivalve Cerastoderma edule, copepod population development and periphyton growth were significantly affected at concentrations of 9.9 μg Cu/L and higher].

Для исследования были выбраны пищеварительная железа и жабры моллюска, которым принадлежит важная роль в процессах потребления и элиминации (uptake and elimination) токсических веществ (environmental toxicants). 

Из результатов эксперимента видно, что содержание меди находится под контролем процессов регуляции. Так, значимое увеличение концентрации меди даже в контрольных моллюсках во время эксперимента говорит о важной роли этого микроэлемента в преднерестовый период (рис. 1).

Ранее было показано, что медь играет важную роль в гаметогенезе беспозвоночных животных. Так, к преднерестовому периоду происходит увеличение содержания меди в желудке морской звезды Coscinasterias muricata (Georgiades et al., 2007), в пищеварительной железе и жабрах приморского гребешка Mizuhopecten yessoensis (Evtushenko et al., 1986).

В данной работе мы исследовали реакцию биохимической системы в преднерестовый период к содержанию 10 и 30 мкгCu/л в течение 11-ти дней.

Как показали наши исследования (рис. 2A) более высокая активность AcPase в пищеварительной железе, чем в жабрах моллюска, вероятно, связана с важной ролью этого фермента в процессах пищеварения и локализацией его в лизосомах (Izagirre et al., 2009). Ранее также было отмечено, что активность AcPase была выше в тканях пищеварительной системы по сравнению с жабрами двустворчатых моллюсков (Evtushenko et al., 1986; Mazorra et al., 2002; Jing et al., 2006; Menzorova, Rasskazov, 2007).

В то же время активность ALP (рис. 2A), наоборот, была в 3 раза выше в жабрах гребешка по сравнению с пищеварительной железой, что, вероятно, связано с ролью этого фермента в контроле транспорта веществ через клеточную мембрану жабр, непосредственно контактирующих с внешней средой. Так, при исследовании активности ALP в жабрах голубого краба Callinectes sapidus при адаптации к высокой солености было предположено, что этот фермент вовлечен в поддержание процессов осморегуляции (Lovett et al., 1994).

Каталаза является важным ферментом антиоксидантной защиты и используется как биомаркер загрязнения окружающей среды (Istomina et al., 2016; Madeira et al., 2016). Нами была обнаружена более высокая активность каталазы в жабрах приморского гребешка по сравнению с пищеварительной железой, что, вероятно, связано с эколого-физиологическими особенностями вида (рис. 2A). Так, приморский гребешок является стенооксильным видом. Установлено, что диапазон концентраций растворенного в воде кислорода для нормальной жизнедеятельности приморского гребешка составляет 5-9 мг/л (Приморский гребешок, 1986). Вероятно, что высокая активность КАТ в жабрах гребешка обеспечивает жизнедеятельность моллюска в обычных условиях его существования.

У двух других видов гребешков - антарктического Adamussium colbecki и среднеземноморского Pecten jacobaeus, напротив, наблюдали более высокую активность каталазы в тканях пищеварительной железы по сравнению с жабрами (Regoli et al., 1997).

Результаты экспериментов свидетельствуют о том, что по мере накопления меди в тканях изменения в активностях ферментов в основных чертах сходны и имеют фазовый характер (рис. 3A, 4A). Динамика этих изменений зависит от уровня накопленной меди в тканях. 

В начальной стадии аккумуляции меди (4 дня, 10 мкгCu/л) в обеих тканях наблюдается активация КАТ, а также AcPase и ALP. Но в дальнейшем, по мере накопления меди, отмечается тенденция к снижению активности этих ферментов (рис. 3A, 4A). В итоге в этом эксперименте при максимальном накоплении меди в тканях (11 дней, 30 мкгCu/л) активность ферментов или достигает контрольных значений или достоверно становится ниже контрольного уровня (AcPase в пищеварительной железе и CAT, AcPase в жабрах) (рис. 3A, 4A). 

Такое поведение данных биохимических маркеров свидетельствует о развитии компенсаторных механизмов и адаптации к действующему фактору.

Следует отметить, что в жабрах ферменты показали более высокую чувствительность к накоплению меди. Если в начальной фазе накопления (4 дня, 10 мкгCu/л) в пищеварительной железе достоверная повышенная активность наблюдалась только для AcPase, то в жабрах активность всех ферментов была достоверно повышена (рис. 4A). 

Увеличение активности AcPase, как результат стимуляции защитных механизмов, наблюдали в пищеварительной железе и жабрах, а также в мантии устрицы Pinctada fucata при воздействии меди 0.05 мкМ и 0.5 мкМ в течение 3-х дней (Jing et al, 2006; 2007). При этом более высокая активация фермента наблюдалась при концентрации меди 0.05 мкМ, т.е. при более низком содержании меди в тканях. 

Увеличение активности CAT (при низкой аккумуляции меди в тканях) наблюдали на 7-й день в жабрах мидии Mytilus galloprovincialis при воздействии 5 мкгCu/л (0.079 мкМ) (Maria, Bebianno, 2011), а также у пресноводного моллюска Diplodon chilensis в пищеварительной железе на 5-6 недели эксперимента при кормлении моллюска водорослями, обогащенными медью (Sabatini et al., 2011). 

При воздействии высоких концентраций меди (при более высокой аккумуляции меди) активность CAT ингибируется в тканях моллюсков. Так снижение активности CAT наблюдали в пищеварительной железе M. galloprovincialis при воздействии 25 мкгCu/л на 7-й день (Maria, Bebianno, 2011), в пищеварительной железе антарктического гребешка A. colbecki при воздействии 20 мкгCu/л на 3-й и 6-й дни эксперимента (Regoli et al., 1997), а также в жабрах гидротермальной мидии Bathymodiolus azoricus через 24 часа воздействия 0.4 мкМ (Company et al., 2004).

Как показали результаты у приморского гребешка в пищеварительной железе уровень показателей окислительного стресса (degree of DNA damage, белковых карбонилов и ТБК-реактивных продуктов) выше, чем в жабрах (рис. 2B). Тогда как у морского гребешка scallop Chlamys farreri в жабрах protein-carbonyl level and degree of DNA damage были выше по сравнению с пищеварительной железой (Guo et al., 2017).

В отличие от реакции ферментов на накопление меди показатели окислительного повреждения биомолекул изменяются в тканях различным образом. Так, уже в начальной стадии накопления меди (4дня, 10 мкгCu/л) в пищеварительной железе наблюдается достоверное увеличение уровня ТБК-реактивных продуктов, но в жабрах в это же время уровень ТБК-реактивных продуктов и карбонилов достоверно снижается по сравнению с контролем (рис. 3B, 4B). 

Возможно, что в этот период в жабрах повышенная активность CAT сдерживает процессы окислительного повреждения белков и липидов.

В то же время в жабрах мидии M. galloprovincialis при воздействии 5 мкгCu/л (0.079 мкМ) в течение 7 дней наблюдалось как увеличение активности CAT, так и уровня продукта перекисного окисления липидов - MDA (в 3 раза) (Maria, Bebianno, 2011). 

В нашем эксперименте в пищеварительной железе M. yessoensis активность CAT достоверно не изменилась при всех нагрузках меди, и, наблюдалось окислительное повреждение липидов (накопление ТБК-реактивных продуктов) в начальной и конечной стадии накопления меди и увеличение уровня повреждения ДНК и белков (накопление белковых карбонилов) в конечной стадии накопления меди. Также у пресноводного моллюска Diplodon chilensis в пищеварительной железе, не смотря на увеличение активности каталазы, содержание TBARS и карбонилов также повысилось на 5 и 6-й неделях эксперимента (Sabatini et al., 2011).

Кроме того, при воздействии меди в пищеварительной железе моллюска происходит нарушение работы других составляющих антиоксидантной защитной системы. Так, снижение концентрации восстановленного глутатиона и активности глутатионредуктазы при воздействии меди (40 мкгCu/л, 6 дней; 60 мкгCu/л, 3 недели) было найдено в пищеварительной железе и жабрах Mytilus galloprovincialis (Viarengo et al., 1990; Regoly, Principato, 1995) и у пресноводного моллюска Unio tumidus (30 мкгCu/л, 3 дня) (Doyotte et al., 1997).
Заключение
В нашем эксперименте морские гребешки находились в начальной стадии преднерестового периода, т.е. периода физиологического стресса. Несмотря на то, что как репродуктивный период, так и статус питания организма могут оказывать значительное влияние на поведение биомаркеров и маскировать их реакцию на действие токсиканта (Gonzalez-Fernandez et al., 2015; Gonzalez-Fernandez et al., 2016), мы все-таки наблюдаем классическую картину фазного процесса реакции биомаркеров на действие внешнего раздражителя. 

Состоит этот фазный ответ в том, что по мере накопления меди в тканях наблюдается вначале стимуляция, а затем угнетение биологических реакций. Так, в начальный период накопления меди (10 мкгCu/л, 4 дня) происходит компенсаторное увеличение активности ферментов (AcPase, ALP, CAT в жабрах и AcPase в пищеварительной железе), при дальнейшем накоплении (30 мкгCu/л, 4 дня) стимулирующий эффект уже менее выражен (повышение активности AcPase, ALP в жабрах и AcPase в пищеварительной железе), а при максимальном накоплении меди наступает фаза угнетения адаптивного ответа на интоксикацию (ингибирование активности AcPase, CAT в жабрах, AcPase в пищеварительной железе).

Медь проникает в организм гребешка, главным образом, через жабры, где и наблюдается реакция биохимических систем. В клетки пищеварительной железы, очевидно, медь попадает через гемолимфу в связанном виде (в комплексе с белками, аминокислотами и металлотионеин-подобными белками), т.е. уже в «детоксицированном» виде, поэтому и реакция компонентов биохимической системы менее выражена.


	Reaction of several biochemical parameters in tissues of Mizuhopecten yessoensis (Jay, 1856) to effect of copper in conditions of pre-spawning period
Heavy metal pollution is one of major ecologic problems (Boran, Altinok, 2010; Vashenko et al. 2010). As population of humanity grows, copper, this dangerous biocide, increases in mining and production. Sources of copper release to environment are mining and metalworking industries, domestic, agricultural and industrial wastewaters, dyes for sea vessels (Ohji, Harino, 2017), wood saturated with fungicides burning (Augustsson, 2016), automobile break pads deterioration; decay of asphalt, water pipes, electric cables etc. (Amneklev, 2016). 

Acute (short-term effect of high concentration) and chronic (long-term effect of low concentration) copper intoxication leads to destructive changes on all levels, from molecular and cellular, to the levels of population and ecosystem (Rygg, 1985;Chelomin et al., 1998; Sze, Lee, 2000; Matozzo et al., 2001; Brown et al., 2004; King et al., 2004; Munari, Mistri, 2007). Sublethal effects for most of invertebrates can be already observed  at Cu 5 µgl (Flemming, Trevors, 1989). 

At the same time, copper is one of the essential chemicals, and is necessary for growth and development of all living organisms. Because of its redox potential copper is a cofactor of such important enzymes as cytochrome c oxidase (Rich, 2017), and superoxide dismutase (Fetherolf, 2017), for molluscs and arthropods copper is a part of hemolymph respiratory pigment (Alyakrinskaya. 1979). Copper activates gametogenesis process (Zorita et al, 2006), and also copper concentration increase can be observed during invertebrates  gametogenesis  (Evtushenko et al., 1986; Georgiades et al, 2007).
Currently copper threshold limit value (TLV) for Russian seas is 5 µgl, (Yearbook of sea water quality...2015), and 3.1 µgl for USA (Bosse, 2014). It is concidered that background copper content in coastal waters of Primorye is within 0.2-0.8 µgl (Shulkin, 2004). In polluted areas of Peter the Great Gulf concentration of this metal varies, from 2 to 10 µgl, and in some areas can achieve 29 µgl (Nachodka gulf) and even 55 µgl (Eastern Bosphorus strait, and Ulysses bay)  (Yearbook of sea water quality...2008, 2010-1015).  

For estimation of water environment pollution by heavy metals benthic organisms are used, particularly bivalves, that can accumulate different metals up to concentrations concidetaly exceeding its environmental concentrations. (Romero-Ruiz et al., 2003; Nigro et al., 2006; Belcheva et al., 2015).

Moreover, when estimating sea waters pollution molecular-biochemical and morphological reactions (biomarkers) are used, which, unlike chemical analysis, indicate biological systems damage, that is caused by pollutants.  For example, acidic and alkaline phosphatase activity is used as bioassay for sea water pollution estimation (Menzorova, Rasskazov, 2007), and also as biomarkers of toxic effect on hydrobionts (Mazorra et al., 2002; Muginova et al., 2005; Jing et al., 2007; Droganova, Polikarpova, 2016). Activity of antioxidant enzyme - catalase, redox destruction products accumulation of lipids (TBARS) and of proteins (carbonyls), levels of DNA damage all are non-specific biomarkers in case of general habitat toxicity estimation (Walker et al., 2000; Slobodskova et al., 2015; Madeira et al., 2016).
Mizuhopecten yessoensis is an important maricultural object and valuable pabular species, and is widely used for coastal water areas ecologic conditions evaluation (Vaschenko 1999, 2000; Slobodskova et al., 2015). 
There are not many researches on toxic influence of heavy metals on condition of scallops, but at the same time this subject requires comprehensive study due to more frequent cases of mass death of these molluscs in mariculure (Xiao et al., 2005; Zhang et al., 2006). 

At the same time, influence of different chemicals on marine organisms happens under conditions of periodic changes of biotic (reproductive and resting stages) and abiotic factors (temperature, salinity, accessibility of food and oxygen). 

Active gametogenesis stage of molluscs is accompanied by significant enlargement of gonads and digestive gland, increase of oxygen consumption and intensity of breathing, all of which require significant energy consumption and amplification of functioning of all digestive system components (Sedova, Viktorovskaya, 2000; Gonzalez-Fernandez et al., 2016). At this time molluscs have increased activity of a number of antyoxidant enzymes, which protect their cells from harmful influence of active oxygen forms, that are created due to increased intencity of breathing and meatbolism (Gonzalez-Fernandez et al., 2016). 

Such stressors can affect the physiological status of animals and must be considered when evaluating animals' response to pollution. 
Concidering these circumstances, we studied sensitivity of marine scallop Mizuhopecten yessoensis in pre-spawning condition to different copper concentrations. Reactions of molluscs to this effect wee estimated by a group of biochemical parameters, including common metabolism enzymes (acidic and alkaline phosphatase activity), and also oxidative stress parameters (catalase antioxidant enzyme activity and levels of DNA, lipids and proteins damage).
2. Materials and Metods
2. 1. Animal collection, maintenance and metal treatments 
Two years old specimens of  Mizuhopecten yessoensis of 74.3 ± 8.8 mm (mean ± S.D., n = 246) were collected in the beginning of May 2017 from cages of maricultural farm of Severnaya Bay of Slavyanskiy Bay (Peter The Great bay, Sea of Japan). Part of the animals (n=150) were used for calculation of gonadosomatic index (gonadodosomatic index -GSI) (Kim, 2014).
The animals (n = 96) were placed in three 140-l open aerated aquariums at laboratory for 2 days prior to experiments. Scallops were divided into three groups of 32 animals each. Two groups were exposed to copper (CuSO4) of 10 and 30 µgl-1, respectively. Third group was used as controls. Experiments were carried out at fairly constant water temperature (16-17°C) and constant metal levels; the water was changed periodically (after 48 h). Animals were fed with plankton, 20 µg of dry weight per one scallop daily.
2. 2. Sample preparation and biochemical assays
After different exposure times (0, 4, 11 days) 10 clams from each group were sacrificed and digestive gland and gills were removed immediately. The tissues were rapidly frozen and stored at a temperature of -80°C. Tissues of the molluscs were homogenised in cooled 0.05 М phospate buffer (pH 7.4) (1:10, w/v),  contained  0.1 мМ phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF), 1% Triton X-100, 1 мМ EDTA, at temperature of 40С. Part of homogenate was centrifuged in for 30 minutes at 15 000 g and  temperature of 40С at Sigma 216 PK (Sartorius) centrifuge. In received supernatant protein content and enzymes activity were identified.  Other part of homogenate was used for identification of products of odixative damage of proteins and lipids.

Acid phosphatase (AcPase) (EC 3.1.3.2) and alkaline phosphatase (ALP) (EC 3.1.3.1) activity was assayed by the method of Seitkalieva et al. (2015) with p-NPP as substrate. Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) activity was determined by the hydrogen peroxide decomposition rate (Regoli, Principato, 1995). Lipid peroxidation was assessed by the thiobarbituric reactive species (TBARS) assay, which measures the production of lipid peroxidation products that react with thiobarbituric acid (Buege, Aust, 1978). Protein-carbonyl (PC) content was determined using the method Reznick and Packer (1994).

The Comet assay was based on the procedure described by Slobodskova et al. (2012).

Protein concentration was determined using the modified Lowry method (Markwell et al., 1978).

Data of biochemical indicators are expressed as the mean ± S.D. (n = 10, pne animal - 1 attempt).

All measurements were performed at 200C using a Shimadzu UV-2550 spectrophotometer.
2. 3. Metal accumulation
To determine the metal content, the tissues from six animals were divided into three replicates (two specimens per replicate) and dried until a constant weight was achieved at +750С. Digestive gland and gill samples were dried, weighed and digested in Teflon bottles using nitric acid (16 M HNO3) to determine the levels of Cu. The heavy metal content was analyzed using an atomic absorption spectrophotometer with flame atomization and deuterium background correction (Shimadzu AA-6800). The metal concentrations are expressed as the mean ± S.D. (n = 3). 
2. 4. Statistical analysis
For comparison of the average values in the data provided was used Mann-Whitney nonparametric test in program Statistica 7. Significance was established at p < 0.05.3. Results
No mortality was observed in M. yessoensis over the course of metal exposures but metal accumulation and biochemical responses in tissues were evident.

Scallops were in pre-spawning state, gonad index (GI) was 13% (n = 150). GI right before spawning (late May to July) usually reaches 28-32 % (Kim, 2014).
3.1. Metal accumulation
Group of controls (4 days of exposure) had concentration of copper in their digestive glands 7 times higher (37 mkg/g of dry weight) than in their gills (4,9 мкг/г of dry weight) (fig. 1). By the end of the exposure of controls (11 days) in the aquarium copper content increase was observed, 1.7 times in digestive gland and 2 times in gills.  

Other groups have shown significant increase of copper concentration in tissues depending on duration of  exposure and metal concentration in water (fig.1).
By the end of the experiment copper concentration in tissues of scallops greatly increased and reached 384 and 325 mcg/g of dry weight in digestive glands and gills respectively.
3.2. Enzyme activities
mollusks had their acid phosphatase (AcPase) activity in digestive gland 2 times higher than in their gills (fig. 2A). At the same time activity of alcaline phosphatase in digestive glands was 3 times lower than in gills (fig. 2А). Catalase activity in gills was 1.5-2 times higher  than in digestive glands (fig. 2А).
While containing controls in aquariums AcPase activity increase in gills by 35% was observed.

Experiments results have shown that when mollusks are exposed to 10 and 30 mcgCu/l within 4 days AcPase activation can be observed: by 20% in digestive glands when exposed to both concentrations (fig. 3А); 2 and 1.6 times respectively in gills (fig. 4А). But by the end of the experiment within exposure to 30 mcgCu/l AcPase activity in both tissue types has lowered by 20% (fig. 3А, 4А). 
When mollusks accumulated copper in digestive glands, alcaline phospatase  activity has not changed (fig. 3А). By the 4th day of copper accumulation, alcaline phosphatase in gills was active 2 and 1.5 times higher when exposed to 10 and 30 mcgCu/l respectively (fig. 4А). By 11th day enzyme activity has lowered in both experiments, but was higher than in controls while exposed to 10 mcgCu/l. 
When accumulated copper in digestive gland, no reliable catalase activity change was observed (fig. 3А). Catalase activity in gills was 2 times higher when exposed to 10 mcgCu/l by 4th day of exposure, and 1.7 times lower when exposed to 30 mcgCu/l after 11 days compared to controls (fig. 4А).
3.3. Oxidative damage 
Researches have shown that Mizuhopecten yessoensis had their oxidative stress indicators (protein-carbonyl levels, lipid peroxidation, measured as TBARS content and degree of DNA damage) higher in digestive glands than in gills 6 and 2 times respectively (fig. 2B). 
In the conditions of the experiment after 11 days of exposure to 30 mcg/l there was an increase of protein-carbonyl levels almost by 30% (fig. 3B). At the same time, gills observation has shown other results: protein-carbonyl level decrease by 20% in the beginning of the experiment when exposed to both levels of copper  (fig. 4B).
When exposed to lower copper concentration (10 mcgCu/l) content of oxidative lipids destruction products increase by 50% was observed in digestive glands, and when exposed to higher copper concentration (30 mcgCu/l)  these products levels increased almost by 70% by the end of experiment (fig. 3B). At the same time when exposed to both copper concentrations no TBARS increase in gills was observed (fig. 4B). Moreover, when exposed to lower copper concentration (10 mcgCu/l within 4 days), decrease of TBARS by 40% compared to controls could be observed. Increase of degree of DNA damage by 30% in digestive glands could be observed when exposed to 10 mcgCu/l within 11 days  (fig. 4В).
Discussion
In this work we have chosen copper concentrations of 10 and 30 mcg/l, that exceed established standards for sea water, yet are real concentrations for some areas of the ocean (Stauber et al., 2005; Fernandez et al., 2007) Peter The Great Gulf (Yearbook of sea water quality...2008, 2015), and also are sublethal for marine invertebrates (Flemming, Trevors, 1989). In marine mesocosms was shown thatreproduction success of the bivalve Cerastoderma edule, copepod population development and periphyton growth were significantly affected at concentrations of 9.9 μg Cu/L and higher (Foekema et al., 2015).
For study digestive gland and gills of mollusks were chosen, because they are responsible for important roles of uptake and elimination of environmental toxicants.

From the results can be seen that copper content is under control of regulation processes. Significant copper concentration increase during the experiment even in controls means that this chemical element plays important role in pre-spawning period (fig. 1).
It was shown earlier that copper plays important role in gametogenesis of invertebrates. Copper concentration increases by pre-spawning period in stomach of Coscinasterias muricata starfish (Georgiades et al., 2007), in digestive gland and gills of Mizuhopecten yessoensis  scallop (Evtushenko et al., 1986).
In this work we studied reaction of biochemical systems in pre-spawning period to concentrations of 10 and 30 mcgCu/l in the course of 11 days.

As our studies have shown (fig. 2A) AcPase activity higher in digestive gland than in gills probably connected to the important role of this enzyme in digestion processes, and to its localization in lysosomes (Izagirre et al., 2009). Earlier it was also noted that AcPase activity was higher in digestive system tissues compared to gills (Evtushenko et al., 1986; Mazorra et al., 2002; Jing et al., 2006; Menzorova, Rasskazov, 2007).
At the same time ALP activity (рис. 2A) was 3 times higher in gills than in digestive gland, which can be explained by usage of this enzyme in transporting substances through cell membrane of gills, that always contact external environment. While researched ALP activity in gills of Callinectes sapidus crab in conditions of high salinity adaptation it was assumed that this enzyme is involved in supporting osmotic regulation (Lovett et al., 1994).
Catalase is an important enzyme for antioxidant protection, and is used as biomarker of environmental pollution (Istomina et al., 2016; Madeira et al., 2016). We found higher catalase activity in gills, compared to digestive gland, which could be connected to ecological and physiological features of the species (fig. 2A).  Mizuhopecten yessoensis can withstand narrow range of oxygen contents. It is established that range of oxygen dissolved of water vital for Mizuhopecten yessoensis is 5 to 9 mg/l (Primorye Scallop, 1986). It is possible that high catalase activity in scallops gills provides vital activity in normal conditions.

Two other scallop species – antarctic Adamussium colbecki and mediterranean Pecten jacobaeus have higher catalase activity in digestive gland tissues than in gills (Regoli et al., 1997).

Experiments results show that as copper accumulates in tissues, enzymes activity changes are similar and have phasic appearance (fig. 3A, 4A). The dynamics of these changes are dependent on the copper accumulation levels in tissues. 

At the beginning stage of copper accumulation (4 days, 10 mkgCu/l) in both types of tissues activation of CAT, AcPase and ALP can be observed. But later, as copper accumulates, tendency of lowering the activity of all these enzymes was noted (fig. 3A, 4A). In the end of the experiment, after maximal copper accumulation (11 days, 30 mkgCu/l) enzymes activity either gets back to default values (controls), or fall lower than values that of controls (AcPase in digestive gland, CAT and AcPase in gills) (fig. 3A, 4A).
 This behavior shows development of the compensatory mechanisms and adaptation to the current factor.

It should be noted, that enzymes in gills have shown higher sensitivity to copper accumulation. At the starting phase of accumulation (4 days, 10 mkgCu/l) higher activity in digestive gland could be noted only that of AcPase, but the activity in gills was higher for all enzymes (fig. 4A).

Higher AcPase activity as a result of protection mechanisms stimulation was observed in digestive gland, gills and mantle of  Pinctada fucata oister after exposure to copper 0.05 mkM and 0.5 mkM in the course of 3 days (Jing et al, 2006; 2007). Herewith, higher enzyme activity was observed after exposure to 0.05 mkM of copper, e.g. when accumulated smaller quantities of copper in its tissues.

Higher CAT activity (while accumulated smaller copper quantities in tissues) was observed at the 7th day in gills of Mytilus galloprovincialis mussel after exposing to 5 mkgCu/l (0.079 mkM) (Maria, Bebianno, 2011), and also after 5-6 weeks of experiment while feeding mussels with algae rich with copper (Sabatini et al., 2011). 

After exposure to high copper concentration (and if copper accumulation is high enough) CAT activity is inhibited in mollusks tissues. CAT activity decrease was observed in digestive gland of M. galloprovincialis after exposing to 25 mkgCu/l on the 7th day (Maria, Bebianno, 2011), in digestive gland of antarctic scallop A. colbecki after exposing to 20 mkgCu/l on the third and sixth days of the experiment (Regoli et al., 1997), and also in gills of Bathymodiolus azoricus hydrothermal mussel after 24 hours of exposing to 0.4 mkM (Company et al., 2004).

Results have shown that M. yessoensis has the level of oxidative stress indicators (degree of DNA damage, protein-carbonyl level and TBARS) is higher in digestive gland than in gills (fig. 2B). Whereas Chlamys farreri scallop had protein-carbonyl level and degree of DNA damage higher in gills than in digestive gland (Guo et al., 2017).
 Unlike enzyme reaction to copper accumulation, indicators of biologic molecules oxidative damage vary in tissues in different ways. For example, already in the beginning stage of copper accumulation (4 days, 10 mkgCu/l) TBARS increase in digestive gland can be observed, but at the same time TBARS and carbonyls levels decrease in gills compared to that of controls (fig. 3B, 4B).

It is probable that for this period of time higher CAT activity in gills suppresses oxidative damage processes. 

At the same time after exposing M. galloprovincialis mussel to 5 mkgCu/l (0.079 mkM) in the course of 7 days higher levels of CAT activity and TBARS threefold increase were observed (Maria, Bebianno, 2011). 

In our experiment in digestive gland of M. yessoensis CAT activity didn't change after all levels of copper exposure, and we observed oxidative lipid damage (TBARS accumulation) at the starting and the final stages of copper accumulation, and also degree of DNA and proteins damage (accumulation of protein-carbonyls) at the final stage of copper accumulation. In digestive gland of freshwater mollusk Diplodon chilensis, despite higher CAT activity, TBARS and carbonyls content increased at 5th and 6th weeks of the experiment (Sabatini et al., 2011).

Moreover, after copper exposure of a mollusk other components of its digestive gland antioxidant protection will fail. Thus, the decrease of a level of reduced gluthathione and of gluthathione reductase activity after copper exposure (40 mkgCu/l, 6 days; 60 mkgCu/l, 3 weeks) was found in digestive gland and gills of Mytilus galloprovincialis (Viarengo et al., 1990; Regoly, Principato, 1995) and of Unio tumidus freshwater mollusk (30 mkgCu/l, 3 days) ( Doyotte et al., 1997)
Conclusion
In our experiment scallops were in the beginning of pre-spawning period, e.g. period of physiological stress. Despite both reproductive period and nutrition status could greatly influence behavior of biomarkers and hide its reactions to toxic effects (Gonzalez-Fernandez et al., 2015; Gonzalez-Fernandez et al., 2016), in the end we still see standard pattern of phasic process of biomarkers' reaction to an external stimulus.

This phasic reaction is that when accumulating copper, at the beginning stimulation in tissues could be observed, and then suppression and inhibition of biologic reactions. In the beginning stage of copper accumulation (10 mkgCu/l, 4 days) there is a compensatory increase of  enzyme activity (AcPace, ALP, CAT in gills and AcPase in digestive gland), and if copper is further accumulated (30 mkg/Cu/l, 4 days) stimulating effect is not as evident (higher AcPace and ALP activity in gills, and higher AcPace activity in digestive gland), and if copper accumulation at its peak comes the phase of inhibition of adaptation to intoxication (AcPace and CAT activity inhibition in gills, AcPace activity inhibition in digestive gland). 

Copper finds its way into scallop's organism mainly through gills, where the reaction of biochemical systems can be observed. Copper gets in cells of digestive gland obviously through hemolymph in its bound state (while bound to proteins, aminoacids and metalthionein-like proteins), e.g. in its “detoxicated” form, thus the reaction of biochemical components is less conspicuous. 
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