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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Вивчення механізмів впливу електромагнітного випромінювання радіочастотного (ЕМВ РЧ) діапазону на живі організми як одного із глобальних екологічних факторів є актуальним питанням. Це пов’язано із бурхливим розвитком сучасних технологій, що призводить до підвищення рівня електромагнітного фону. Водночас існує багато суперечливих даних щодо впливу ЕМВ радіодіапазону на живі системи (Belyaev I. Y. et al., 2009; Мартинюк В. С. та ін., 2012; Шкорбатов Ю. Г. та ін., 2013; Abu Khadra K. M. et al., 2014; Khalil A. M. et al., 2014).

Впродовж останніх десятиліть зростає інтерес до вивчення впливу на організм електромагнітного випромінювання, джерелом якого є мобільний телефон. Встановлено, що ЕМВ РЧ діапазону викликає різноманітні функціональні зміни в нервовій, ендокринній, серцево-судинній, імунній, кровотворній та інших системах організму людини (Curcio G. et al., 2005; Wood А. et al., 2006; Barker A. T. et al., 2007; Parazzini M. et al., 2007; Croft R. J. et al., 2008; Kesari K. K. et al., 2013).
ЕМВ радіодіапазону ушкоджує клітини внаслідок прямого або опосередкованого впливу з подальшим утворенням активних форм оксигену (АФО). Наслідком цього є розвиток оксидативного стресу, що супроводжується безконтрольною генерацією АФО, надмірною ліпопероксидацією та порушенням функціонування ензимів антиоксидантної системи (АОС) (De Iuliis G. N. et al., 2009; Güler G. et al., 2012; Shahin S. et al., 2013).

Встановлено, що ЕМВ впливає на ембріональний розвиток тварин (Григорьев Ю. Г., 2003; Якименко И. Л. и др., 2011; Shahin S. et al., 2013). Особливо небезпечним може бути вплив такого випромінювання на процеси запліднення та розвитку, коли відбувається біосинтез ДНК та її транскрипція. Навіть незначні, на перший погляд, аномалії в період ембріогенезу можуть призводити до значних змін у дорослому організмі. Зокрема, вплив ЕМВ радіодіапазону призводить до зменшення кількості диференційованих пар сомітів ембріонів перепела (Якименко И. Л. и др., 2011), до зменшення розмірів яєчників протягом внутрішньоутробного розвитку щурів (Gul A. et al., 2009), відбувається сповільнений розвиток дрозофіл (Krysko D. V. et al., 2008; Pritchett T. L. et al., 2009; Panagopoulos D. J. et al., 2012).

Встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону призводить до істотного підвищення швидкості утворення супероксид-аніону та оксиду нітрогену в клітинах ембріонів перепела японського (Burlaka А. et al., 2013). Це супроводжується значним збільшенням рівня процесів пероксидного окиснення ліпідів (ПОЛ), пригніченням активності ключових ензимів АОС, зростанням рівня оксидативного пошкодження ДНК ембріонів у два-три рази (Burlaka A. et al., 2013). 

Дослідження впливу ЕМВ РЧ діапазону на біофізичні характеристики ембріонів є актуальним і має як теоретичне значення для вивчення механізму дії ЕМВ на біологічні організми, так і практичне – у зв’язку з проблемами впливу техногенних факторів на процеси запліднення та розвитку.

Незважаючи на низку експериментальних досліджень дії ЕМВ радіодіапазону на живі системи (Desai N. R. et al., 2009; Naziroğlu M. et al., 2012; Шкорбатов Ю. Г. и др., 2013; Burlaka A. et al., 2013; Kesari K. K. et al., 2013; Shahin S. et al., 2013; Abu Khadra K. M. et al., 2014), єдиної теорії, яка б пояснювала механізми впливу цього фактора на біологічні об’єкти, поки що немає. Недостатньо висвітленими залишаються питання впливу ЕМВ радіодіапазону на процеси ліпопероксидації, функціонування АОС та мембранного транспорту в ембріонах.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана на кафедрі біофізики та біоінформатики біологічного факультету Львівського національного університету імені Івана Франка згідно плану науково-дослідної роботи кафедри за темою «Стан іонтранспортних та антиоксидантної систем біооб’єктів за дії фізико-хімічних чинників» (№ держреєстрації 0113U000866, 2013–2015 рр.) та комплексного фундаментального проекту «Вивчення дії електромагнітного випромінювання на життєздатність клітин і процеси запліднення та ембріогенезу» (БФ 157 ФК №0113U003062, 2013–2015 рр.).

Мета і завдання дослідження. Метою роботи було з’ясувати вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на прооксидантно-антиоксидантну систему та функціонування Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин в’юна Misgurnus fossilis L.
Для досягнення поставленої мети визначено такі завдання:

1. Дослідити вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на прооксидантну систему, визначивши вміст гідропероксидів ліпідів (ГП) та ТБК-позитивних продуктів.
2. Вивчити вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на стан ензиматичної системи антиоксидантного захисту шляхом визначення активності супероксиддисмутази (СОД), каталази (КАТ) та глутатіонпероксидази (ГПО) зародків в’юна.
3. Дослідити активність Na+, K+–АТФ-ази та її кінетичні властивості за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону протягом ембріогенезу.
4. Провести аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) на мінливість показників прооксидантно-антиоксидантної системи та активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна.

Об’єкт дослідження: вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на біологічні об’єкти. 
Предмет дослідження: процеси ліпопероксидації, активність ензимів антиоксидантної системи та Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону.
Методи дослідження: Для досягнення мети в роботі використовували спектрофотометричні, кінетичні методи аналізу та статистичні методи досліджень (порівняльний, дисперсійний та регресійний аналізи).

Наукова новизна одержаних результатів. Отримані результати досліджень розширюють сучасні уявлення про характер і закономірності впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на зародкові об’єкти. Вперше було проаналізовано вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) на стан прооксидантно-антиоксидантної системи захисту та функціонування Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин в’юна Misgurnus fossilis L. Виявлено зміни показників ПОЛ, активності ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу.

Встановлено, що за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону в зародкових клітинах відбуваються зміни вмісту первинних та вторинних продуктів ліпопероксидації. Вплив ЕМВ (6,9; 30,1 мкВт/см2) призводить до зростання активності супероксиддисмутази на фоні зниження активності каталази та глутатіонпероксидази на всіх досліджуваних етапах ембріогенезу в’юна. Однак за впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) відбувається зростання активності як СОД, так і КАТ. Вперше встановлено здатність електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) пригнічувати активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна впродовж ембріогенезу.
Підтверджено істотний вплив ЕМВ радіодіапазону в мінливість показників ПОЛ, активності ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази за допомогою двофакторного дисперсійного аналізу.

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати розширюють уявлення про механізми впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на стан прооксидантно-антиоксидантної системи та Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин. Висновки, що випливають із результатів досліджень, можуть бути використані у формуванні нових нормативних документів для встановлення норми та гранично допустимих рівнів ЕМВ. Розроблена експериментальна модель вивчення впливу ЕМВ радіодіапазону на ембріональні об’єкти за показниками ПОЛ, активності ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази. Експериментальні дані та теоретичні узагальнення дисертаційної роботи будуть впроваджені в навчальний процес на кафедрі біофізики та біоінформатики біологічного факультету Львівського національного університету імені Івана Франка під час викладання загального курсу «Біофізика» та спецкурсів «Біофізика мембран», «Механізми біологічної дії модифікуючих факторів».

Особистий внесок здобувача. Дисертант самостійно провела пошук та аналіз джерел літератури за темою кандидатської дисертації, виконала експериментальну частину роботи, провела статистичне опрацювання отриманих результатів досліджень. Аналіз, інтерпретацію та узагальнення результатів роботи, а також формулювання основних положень, які виносяться на захист, і висновків по цій дисертаційній роботі було проведено спільно з науковим керівником – доктором біологічних наук, професором Д. І. Санагурським. Участь співробітників кафедри біофізики та біоінформатики Львівського національного університету імені Івана Франка відзначена в спільних публікаціях.

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були представлені на ІХ, Х та XІ Міжнародних наукових конференціях студентів та аспірантів «Молодь і поступ біології» (Львів, 2013, 2014, 2015), VIII та 
ІХ Міжнародних наукових конференціях молодих науковців «Біологія: від молекули до біосфери» (Харків, 2013, 2014), Всеукраїнській науковій конференції молодих вчених «Актуальні проблеми біохімії та біотехнології» (Київ, 2014), Міжнародній науковій конференції «Актуальні проблеми біофізики» (Львів, 2014), Міжнародній науковій конференції «Механізми функціонування фізіологічних систем» (Львів, 2014), XІІІ Всеукраїнській науковo-практичній конференції молодих вчених «Молоді вчені у вирішенні актуальних проблем біології, тваринництва та ветеринарної медицини» (Львів, 2014), XXI Международной научной конференции студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов–2014» (Москва, 2014), Международной научно-практической конференции «Современные направления теоретических и прикладных исследований» (Одесса, 2014), ІІІ Всероссийской научно-практической конференции с международным участием молодых ученых, аспирантов и студентов «Актуальные проблемы медико-биологических дисциплин» (Саранск, 2014), І Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених та студентів з міжнародною участю «Сучасні проблеми викладання та наукових досліджень біології у ВНЗ України» (Дніпропетровськ, 2014), VІ Всеукраїнській науково-практичній конференції «Біологічні дослідження – 2015» для молодих учених і студентів (Житомир, 2015), VІ з’їзді Українського біофізичного товариства (Луцьк–Світязь, 2015), а також на наукових семінарах кафедри біофізики та біоінформатики біологічного факультету, щорічних звітних наукових конференціях біологічного факультету Львівського національного університету імені Івана Франка.

Публікації. За темою дисертації опубліковано 7 статей у фахових наукових журналах та 14 тез доповідей на міжнародних та вітчизняних наукових конференціях.

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається з наступних розділів: «Вступ», «Огляд літератури», «Матеріали та методи досліджень», «Результати досліджень», «Аналіз та узагальнення результатів досліджень», «Висновки», «Список використаних джерел», а також двох додатків. Робота викладена на 185 сторінках (із них основна частина займає 145 сторінок), ілюстрована 75 рисунками та 9 таблицями. Список літератури включає 322 найменувань.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Огляд літератури. В огляді літератури проаналізовано сучасні дані щодо основних механізмів впливу електромагнітного випромінювання на живі системи. Узагальнено відомості про функціонування ензиматичної ланки антиоксидантної системи та іонтранспортних систем, охарактеризовано процеси пероксидного окиснення ліпідів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону.
Матеріали і методи досліджень. Для експерименту використовували зародки в’юна Misgurnus fossilis L., які отримували і запліднювали за методикою Нейфаха (Нейфах А. А., 1977). Стадії розвитку контролювали візуально під бінокулярним мікроскопом МБС-9.

Дослідження проводили на зародках в’юна через 60, 150, 210, 270 і 330 хв після запліднення яйцеклітин, що відповідають першому (2 бластомери), четвертому (16 бластомерів), шостому (64 бластомери), восьмому (256 бластомерів) і десятому дробленню зиготи (1024 бластомери). Для кожної серії експериментів формували дві групи ембріонів: перша – контрольні зародки; друга – зародки, яких піддавали одноразовому опроміненню відразу після запліднення протягом 1; 5; 10 та 20 хв.
Як джерело електромагнітних хвиль 900 МГц GSM використовували мобільні телефони, підключені до українського оператора мобільного зв’язку Київстар. Мобільний телефон перебував у режимі розмови або в режимі очікування і містився над чашками Петрі на відстані 3 см. Густина потоку електромагнітної енергії (ГПЕ) мобільних телефонів становить 1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2. Значення потужності поглинутої дози опромінення (Specific Absorption Rate – SAR) для використаних мобільних телефонів відповідає 0,99 Вт/кг та 1,1 Вт/кг, згідно з паспортом.
Виділення бластодерм із зародків та їх дисоціацію до ізольованих клітин проводили за методикою Бериташвілі (Бериташвили Д. Р. и др., 1974). Виділення гетерогенної фракції плазматичної мембрани із клітин зародків в’юна здійснювали за методами, описаними Evans W. H. і Луциком М. Д. (Evans W. H., 1980; Луцик М. Д. та ін., 1986). Вміст протеїну в кожному зразку визначали за методом Лоурі (Lowry O. H. et al., 1951).

Інтенсивність процесів ПОЛ оцінювали за вмістом первинних продуктів ліпопероксидації – гідропероксидів ліпідів (ГП) (Мирончик В. В., 1984) та вторинних продуктів ліпопероксидації – ТБК-позитивних продуктів – за інтенсивністю забарвлення кінцевих продуктів ПОЛ із 2-тіобарбітуровою кислотою  (Тимирбулатов Р. А., Селезнев Е. И., 1981). 

Активність СОД визначали згідно з методикою (Костюк В. А. и др., 1990), активність КАТ – (Королюк М. А. и др., 1988), активність ГПО – (Моин В. М., 1986).

Активність Na+, K+– активованої, Mg2+-залежної АТФ-ази зародкових мембран визначали в стандартному середовищі інкубації наступного складу (мМ): NaCl – 50,0; KCl – 100,0; MgCl2 – 3,0; EГTA – 1,0; трис-НCl – 50,0 (pH=7,4; t=23°С). Na+, K+ – АТФ-азну активність визначали за різницею між вмістом неорганічного фосфору (Рі) в стандартному середовищі при додаванні та за відсутності оуабаїну. АТФ-гідролазну реакцію ініціювали додаванням 0,1 мл 3 мМ АТФ. Для оцінки кінетичних параметрів реакцію ініціювали додаванням АТФ у концентраціях 0,5; 1; 1,5; 2 та 2,5 мМ. По калібрувальній кривій через величину екстинкції визначали вміст Рі в пробі за модифікованим методом Фіске-Суббароу (Прохорова М. И., 1982). Питому активність АТФ-ази мембран зародкових клітин виражали в мкмоль Рі /год на 1 мг протеїну. 

Статистичну обробку результатів досліджень здійснювали за допомогою програми Microsoft Excel. Результати досліджень представляли у вигляді М±m для кожної експериментальної групи. Для оцінки достовірності різниці між статистичними характеристиками двох сукупностей даних обчислювали коефіцієнт Стьюдента. Вірогідною вважали різницю при рівні ймовірності р≥0,95 (рівень значущості Р<0,05), р≥0,99 (рівень значущості Р<0,01), р≥0,999 (рівень значущості Р<0,001). Експериментальний матеріал опрацьовували методом двофакторного дисперсійного аналізу. Обчислення кінетичних параметрів здійснювали за допомогою регресійного аналізу.
Результати досліджень та їхнє обговорення
Вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на інтенсивність процесів ліпопероксидації зародків в’юна впродовж ембріогенезу. Відомо, що ЕМВ викликає зростання вмісту продуктів пероксидного окиснення ліпідів мембран (Nazіroğlu M. et al., 2013; Burlaka А. et al., 2013; Kesari К. et al., 2013). За впливу ЕМВ радіодіапазону спостерігається виражений прооксидантний ефект в ембріонів перепела впродовж усього періоду дослідження (Burlaka А. et al., 2013). Процес ініціації та розгалуження ланцюгових реакцій ПОЛ досить швидкий, тому утворення продуктів ліпопероксидації можливе відразу після дії ЕМВ РЧ діапазону, як стресового чинника, що призводить до інтенсифікації вільнорадикальних процесів у зародкових клітинах.
У результаті проведених досліджень встановлено, що за впливу ЕМВ радіодіапазону, в більшості випадків, відбувається активація процесів вільнорадикального окиснення ліпідів упродовж ембріогенезу в’юна (рис. 1 А, Б). Це узгоджується із літературними даними, де описана аналогічна тенденція за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон (Burlaka А. et al., 2013; Naziroglu M. et al., 2013; Kesari К. et al., 2013).
На стадії 10 поділу бластомерів за впливу ЕМВ (6,9 мкВт/см2) тривалістю 1 та 20 хв відбувається істотне зниження вмісту первинних продуктів ліпопероксидації. Однак опромінення мобільним телефоном з величиною ГПЕ 30,1 мкВт/см2 різної тривалості призводить до достовірного зростання вмісту ГП ліпідів упродовж ембріогенезу в’юна. ЕМВ радіодіапазону (6,9; 30,1 мкВт/см2) різної тривалості викликає як зниження, так і зростання вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації (рис. 1 А, Б).
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Рис. 1. Зміни вмісту ТБК-позитивних продуктів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону з ГПЕ 6,9 мкВт/см2 (А) та 30,1 мкВт/см2 (Б) протягом 1; 5; 10 та 20 хв на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %). n=7–10.
Примітка: тут і далі * – P<0,05; ** – P<0,01; *** – P<0,001 – достовірні зміни, порівняно з контролем.

За впливу ЕМВ з найменшою величиною ГПЕ (1,7 мкВт/см2) протягом 1, 5 та 10 хв не встановлено достовірних змін вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів зародків в’юна на стадіях розвитку 2, 16 та 64 бластомерів. Однак збільшення експозиції ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) до 20 хв спричиняє істотне зростання вмісту як первинних, так і вторинних продуктів ліпопероксидації зародків на 20–45 %, порівняно з контролем.
Отже, вплив ЕМВ радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2) призводить до інтенсифікації процесів ПОЛ, про що свідчить зміна вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів. Аналогічний ефект виявлено за впливу ЕМВ видимого діапазону впродовж ембріогенезу в’юна (Семочко О. М. та ін., 2012). Таким чином, результати експериментів вказують на те, що ліпідні компоненти біологічних мембран можна розглядати як мішені дії ЕМВ.
Вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на активність ключових ензимів системи антиоксидантного захисту зародків в’юна. За дії різноманітних чинників в організмі відбуваються зміни, які супроводжуються активацією або пригніченням активності ензимів АОС, що пов’язано зі збільшенням концентрації токсичних метаболітів. Накопичення цих сполук призводить до розвитку оксидативного стресу внаслідок порушення балансу між прооксидантно-антиоксидантною системою (Kesari К. et al., 2013; Shahin S. et al., 2013).
У результаті проведених досліджень нами встановлено, що в зародків в’юна, опромінених протягом 1, 5 та 10 хв, активність СОД підвищується, що може бути адаптаційним механізмом у відповідь на інтенсифікацію оксидативного стресу   (рис. 2 А).
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Рис. 2. Зміни активності супероксиддисмутази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону з ГПЕ 6,9 мкВт/см2 (А) та 30,1 мкВт/см2 (Б) протягом 1; 5; 10 та 20 хв на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %). n=7–10.
Вплив ЕМВ радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) тривалістю 20 хв не викликає достовірної зміни активності СОД на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів (рис. 2 А). Однак на стадії 10 поділу активність СОД підвищувалась. Це можна пояснити тим, що на цій стадії розвитку відбувається десинхронізація поділу зародкових клітин, що призводить до автономізації метаболічних процесів у диференційованих клітинах (Санагурський Д. І., 2008).
За впливу ЕМВ радіодіапазону з більшою величиною ГПЕ (30,1 мкВт/см2) різної тривалості активність СОД достовірно зростає на всіх досліджуваних стадіях, порівняно з контролем (рис. 2 Б). ЕМВ видимого діапазону призводить до істотного дозозалежного зростання активності СОД протягом ембріогенезу в’юна (Семочко О. М. та ін., 2012). Подібні зміни встановлені на ембріонах перепела за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон (Burlaka A. et al., 2013).
При дослідженні впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (ГПЕ=6,9 мкВт/см2) на зародкові клітини спостерігали зниження активності каталази на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів (рис. 3 А). Однак на стадії 10 поділу бластомерів каталазна активність зростає за різної тривалості опромінення. Це може бути пов’язано з особливостями розвитку в’юна, а саме десинхронізацією поділу зародкових клітин, синтезом РНК. Аналогічна тенденція змін спостерігалась за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону з величиною ГПЕ 30,1 мкВт/см2 (рис. 3 Б).
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Рис. 3. Зміни активності каталази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону з ГПЕ 6,9 мкВт/см2 (А) та 30,1 мкВт/см2 (Б) протягом 1; 5; 10 та 20 хв на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %). n=7–10.
Отже, на відміну від СОД, активність каталази в гомогенатах зародків в’юна знижувалась на стадіях 2; 16; 64 і 256 бластомерів за впливу ЕМВ радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2), порівняно із відповідними показниками контрольної групи (рис. 3 А, Б). Зниження активності каталази може бути обумовлено її інгібуванням надлишком утворених вільних радикалів. Винятком є стадія 10 поділу бластомерів, на якій відмічено зростання активності каталази за досліджуваних тривалостей опромінення.

Встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону (6,9 мкВт/см2 та 30,1 мкВт/см2) призводить до зниження активності ГПО зародків в’юна на досліджуваних стадіях розвитку (рис. 4 А, Б). Слід відмітити, що на відміну від зростання активності СОД і КАТ на стадії 10 поділу, активність ГПО знижувалась. 
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Рис. 4. Зміни активності глутатіонпероксидази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону з ГПЕ 6,9 мкВт/см2 (А) та 30,1 мкВт/см2 (Б) протягом 1; 5; 10 та 20 хв на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %). n=7–10.
Згідно представлених даних, вплив ЕМВ радіодіапазону призводить до порушення збалансованої роботи ензиматичної системи антиоксидантного захисту, що відображається в зростанні активності СОД, зниженні активності КАТ та ГПО. 
ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування (ГПЕ=1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв, призводить до істотного зростання активності СОД та КАТ на всіх досліджуваних стадіях розвитку зародків в’юна. Це може бути захисною реакцією на інтенсифікацію процесів утворення АФО за впливу ЕМВ. Однак активність ГПО знижується впродовж ембріогенезу. Не встановлено достовірних змін активності досліджуваних показників за меншої тривалості опромінення на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів.
Дослідження впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна. 
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Рис. 5. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадіях 2 (А), 16 (Б), 64 (В), 256 (Г) і 1024 (Д) бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) різної тривалості. n=7–10.
Примітка: * – Р<0,05; ** – Р<0,01; *** – Р<0,001 – достовірні зміни, порівняно з контролем; $ – Р<0,05; $$ – Р<0,01; $$$ – Р<0,001 – достовірні зміни між показниками за впливу ЕМВ (ГПЕ=30,1 та 6,9 мкВт/см2); # – Р<0,05; ## – Р<0,01; ### – Р<0,001 – достовірні зміни між показниками за впливу ЕМВ (ГПЕ=1,7 та 6,9 мкВт/см2).

Відомо, що ЕМВ видимого діапазону призводить до істотного пригнічення активності Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна (Семочко О. М. та ін., 2012). Для встановлення різниці між активністю Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу ЕМВ радіодіапазону із різними значеннями величини ГПЕ був проведений порівняльний аналіз. Нами встановлено, що ЕМВ (6,9; 30,1 мкВт/см2) досліджуваної тривалості спричиняє достовірне зниження активності Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу в’юна, порівняно з контролем (рис. 5 А, Б, В, Г, Д).

ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) за тривалості опромінення 1; 5 та 10 хв не викликає достовірних змін активності АТФ-ази на стадіях розвитку 2 та 16 бластомерів (рис. 5 А, Б). Слід відмітити, що на наступних досліджуваних стадіях спостерігається інгібування Na+, K+–АТФ-ази за впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 5 та 10 хв (рис. 5 В, Г, Д). Характер змін за такої тривалості опромінення може бути пов’язаний із внутрішньоклітинними процесами, які відбуваються в зародках на даних етапах розвитку. Вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв призводить до істотного зниження активності даного ензиму на всіх досліджуваних стадіях розвитку, порівняно з контролем (рис. 5 А, Б, В, Г, Д).

Згідно із порівняльним аналізом різниця в активності досліджуваної АТФ-ази за впливу ЕМВ (6,9 та 30,1 мкВт/см2) різної тривалості є достовірною (рис. 5 А, Б, В, Г, Д). Встановлено статистично достовірну різницю між активністю ензиму за впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості, відносно величини досліджуваного показника за впливу джерела ЕМВ із значенням ГПЕ 6,9 мкВт/см2. 

Для з’ясування можливого механізму, що лежить в основі зниження активності ензиму, проведено визначення основних кінетичних параметрів Na+, К+–активованого, Mg2+-залежного гідролізу. Отримані результати свідчать, що кінетика гідролізу АТФ ензимом змінюється залежно від стадії розвитку, значення ГПЕ та тривалості опромінення. Істотне зниження максимальної швидкості реакції гідролізу АТФ свідчить про модифікацію молекули Na+, K+–АТФ-ази або зміни її ліпідного оточення внаслідок впливу ЕМВ різної тривалості.

Дисперсійний аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на стан прооксидантно-антиоксидантної системи та функціонування АТФ-гідролази зародків в’юна Misgurnus fossilis L. З метою кількісної оцінки впливу випромінювання на мембранні системи впродовж ембріогенезу зародків в’юна було проведено двофакторний дисперсійний аналіз. Аналіз впливу фактора ЕМВ (6,9 мкВт/см2) на вміст продуктів ПОЛ показав, що частка впливу випромінювання становить 28–36 % (P<0,05). Унаслідок проведеного дисперсійного аналізу встановлено, що значну частку впливу на активність СОД, КАТ і ГПО має також ЕМВ (6,9 мкВт/см2), що складає 78,7 % (P<0,001), 31,1 % (P<0,05), 48,7 % (P<0,001), відповідно. Внесок фактора ЕМВ (6,9 мкВт/см2) в мінливість активності Na+, K+–АТФ-ази складає 80,6 % (P<0,001).
Встановлено, що частка впливу ЕМВ (ГПЕ=30,1 мкВт/см2) на вміст ГП та ТБК-позитивних продуктів, активність Na+, K+–АТФ-ази, СОД і ГПО в зародків в’юна становить більше 50 % (P<0,01). Згідно отриманих результатів проведеного дисперсійного аналізу можна стверджувати, що активність ГПО є найбільш чутливою до впливу ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2), на що вказує частка впливу 86 % (P<0,001). Дисперсійний аналіз показав, що частка впливу ЕМВ (30,1 мкВт/см2) на активність КAТ є неістотною і становить 12,7 %. Проте на відміну від чинника ЕМВ, внесок фактора часу є достовірним і становить 55,1 % (P<0,01).
За допомогою дисперсійного аналізу встановлено, що частка впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) на зміни вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів неістотна. Важливим є фактор часу розвитку в досліджуваних процесах (48,3 % та 54,8 %, P<0,01). Встановлено, що частка впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на активність Na+, K+–АТФ-ази, СОД, КАТ і ГПО вірогідна і становить 70,5 %, 59,7 %, 54,7 %, 55,7 % (P<0,001), відповідно. Істотним є внесок фактора часу розвитку в зміни активності ензимів АОС, а його частка впливу знаходиться в межах 22–37 % (P<0,001).
Отримані результати двофакторного дисперсійного аналізу свідчать про те, що ензими антиоксидантного захисту (СОД, КАТ, ГПО) та Na+, K+–АТФ-аза є найбільш чутливими до впливу ЕМВ радіодіапазону.

Узагальнення

У дисертаційній роботі охарактеризовано процеси ліпопероксидації, стан антиоксидантної системи та функціонування Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. На основі одержаних результатів та аналізу наукової літератури ми пропонуємо узагальнюючу схему, на якій представлено гіпотетичний механізм впливу ЕМВ радіодіапазону на ембріогенез в’юна (рис. 6).
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Рис. 6. Гіпотетична схема впливу ЕМВ радіодіапазону на мембранопов’язані процеси впродовж ембріогенезу в’юна.

Нами сформульовано гіпотезу, що виникнення оксидативного стресу впродовж ембріогенезу є одним з визначальних моментів розвитку порушень за впливу ЕМВ радіодіапазону. Процес виникнення та розвитку оксидативного стресу є складним та багатокомпонентним. Після дії ЕМВ його першопричинами є прямі та опосередковані ефекти на біомолекули. Абсорбція електромагнітної енергії клітинами призводить до порушення структури біомолекул, а опосередковані ефекти реалізуються через утворення АФО. У відповідь на ці процеси в клітинах активується ендогенна система антиоксидантного захисту, ключовими ензимами якої є СОД, КАТ і ГПО. Однак ЕМВ спричиняє порушення функціонування ензимів системи антиоксидантного захисту, що відображається в різнонапрямлених змінах їхніх активностей.

Згідно схеми (рис. 6) в результаті впливу ЕМВ радіодіапазону на зародки, в першу чергу, його дії піддається клітинний бар’єр – плазматична мембрана, що, у свою чергу, призводить до інтенсифікації процесів пероксидного окиснення ліпідів і до інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази. Ймовірно, що механізм впливу ЕМВ на АТФ-гідролазну активність натрій–калієвої помпи реалізується через зміни ліпідного оточення під дією даного чинника, оскільки зміни в активності мембранних ензимів можуть бути наслідком підвищення процесів ПОЛ.

Інтенсивність ліпідної пероксидації характеризується збільшенням вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів, що проявляють мембранотоксичний ефект і знижують життєздатність зародків в’юна. Аналізуючи наукову літературу, необхідно зазначити, що вплив ЕМВ радіодіапазону чинить прооксидантну дію, активуючи НАДФН-залежну оксидазу, локалізовану в клітинних мембранах (Desai N. R. et al., 2009). Цей ензим продукує супероксид-аніон радикал, який започатковує ланцюгові реакції утворення інших АФО. У результаті вільнорадикальних реакцій, утворені продукти ліпопероксидації здатні пошкоджувати білкові молекули всередині клітини.

У відповідь на зростання інтенсивності ПОЛ спостерігається активація СОД та інгібування КАТ і ГПО. Відомо, що пероксид гідрогену є месенджерною молекулою, що активує запуск проапоптичних сигнальних каскадів (Stone J. R. and Yang S., 2006). Оскільки за патологічних умов відбувається нагромадження пероксиду гідрогену і не активуються системи, що його розкладають, можлива зворотня реакція взаємодії Н2О2 з СОД, результатом цього є утворення гідроксильного та супероксид-аніон радикалів. З даних літератури відомо, що гідроксильний радикал є сильним окисником і основним фактором окисної модифікації клітинних структур, пошкодження молекул ДНК та мутації, які можуть призводити до патології та загибелі клітин або їх злоякісного переродження (Pastor N. et al., 2000; Dizdaroglu M. et al., 2002).
Дія ЕМВ видимого та радіодіапазону спричиняє інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази, інтенсифікацію процесів ПОЛ та зміну активності ензимів АОС (Семочко О. М. та ін., 2012; Burlaka A. et al., 2013). Враховуючи результати досліджень, можна припустити, що за впливу ЕМВ відбувається модифікація ліпідних компонентів мембран, що є основою порушення мембранної проникності, пригнічення чи активації різних ензиматичних систем. Розбалансоване функціонування антиоксидантних ензимів може бути початковою стадією метаболічних змін, які в подальшому призводять до дестабілізації структури плазматичної мембрани, порушення синтезу білків, пошкодження молекул ДНК, апоптозу клітин та пригнічення життєздатності зародків.

Отже, нами встановлено, що електромагнітне випромінювання радіодіапазону негативно впливає на зародкові клітини: призводить до інтенсифікації процесів ПОЛ, а також викликає зміни у функціонуванні ензимів системи антиоксидантного захисту організму. Порушення прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу може бути першопричиною зміни функціонування мембранозв’язаних транспортних ензимів.

ВИСНОВКИ

Одержані результати розширюють уявлення про механізм дії ЕМВ радіодіапазону на ембріональний розвиток. Встановлено порушення стану прооксидантно-антиоксидантної системи та функціонування системи транспортування іонів Na+ та K+, що підтверджувалось зміною низки показників. Основні наукові та практичні результати роботи викладено в наступних висновках: 

1. Встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону (6,9; 30,1 мкВт/см2) тривалістю 1, 5, 10 та 20 хв на всіх досліджуваних стадіях розвитку зародків призводить до інтенсифікації процесів ПОЛ, порівняно з контролем. Про це свідчить зростання вмісту як первинних, так і вторинних продуктів ліпопероксидації. 
2. Радіоопромінення зародків в’юна мобільним телефоном у режимі очікування (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1, 5 та 10 хв не викликає достовірних змін вмісту продуктів ПОЛ. За 20-ти хвилинного опромінення відбувається істотне зростання вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів на всіх досліджуваних стадіях розвитку.

3. Вплив ЕМВ РЧ діапазону (6,9; 30,1 мкВт/см2) досліджуваної тривалості призводить до порушення збалансованої роботи ензиматичної системи антиоксидантного захисту, що відображається в різнонапрямлених достовірних змінах активності ензимів цієї системи (СОД, КАТ, ГПО) впродовж ембріогенезу в’юна.

4. З’ясовано, що за впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв відбувається достовірне зростання активності СОД, КАТ та зниження активності ГПО впродовж ембріогенезу в’юна. Вплив ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1, 5 та 10 хв не призводить до істотних змін активності ензимів АОС на стадіях розвитку 2, 16 та 64 бластомерів. Проте на стадіях 8 та 10 поділів бластомерів достовірні зміни досліджуваних показників відбуваються за тривалості опромінення 5 та 10 хв, що пов’язано із морфофункціональними особливостями перебігу відповідних періодів розвитку.
5. Дія радіовипромінювання (6,9; 30,1 мкВт/см2) досліджуваної тривалості на зародки в’юна призводить до істотного інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази, порівняно з контролем, упродовж ембріогенезу. З’ясовано, що за впливу ЕМВ радіодіапазону відбувається достовірне зниження максимальної швидкості реакції гідролізу та зростання спорідненості до АТФ.
6. Опромінення зародків в’юна мобільним телефоном (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1 хв не призводить до істотних змін активності Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу. Однак за 20-ти хвилинного опромінення відмічено достовірне інгібування досліджуваного показника. 
7. За допомогою дисперсійного аналізу встановлено достовірну частку впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) в мінливість показників ПОЛ, активності основних ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази. 

8. Отримані результати свідчать про те, що вплив ЕМВ радіодіапазону на зародки в’юна Misgurnus fossilis L. реалізується на мембранному рівні, оскільки відбувається інтенсифікація процесів ПОЛ та інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази, зазнає змін антиоксидантна система.
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АНОТАЦІЯ

Яремчук М. М. Процеси ліпопероксидації та функціонування Na+, K+ – АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. – Рукопис.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.02 – біофізика. – Львівський національний університет імені Івана Франка Міністерства освіти і науки України, Львів, 2015.

У дисертації досліджено зміни прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу та функціонування Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна Misgurnus fossilis L. за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. Встановлено, що після опромінення (6,9 та 30,1 мкВт/см2) відбувається збільшення вмісту продуктів пероксидного окиснення ліпідів, зазнає змін збалансоване функціонування антиоксидантної системи, що відображається в змінах активності СОД, КАТ, ГПО. З’ясовано, що вплив ЕМВ радіодіапазону призводить до пригнічення активності Na+, K+–АТФ-ази. Кінетика гідролізу АТФ ензимом змінюється залежно від стадії розвитку, значення густини потоку енергії і тривалості опромінення. Вірогідне зниження максимальної швидкості реакції гідролізу свідчить про модифікацію молекули Na+, K+–АТФ-ази або зміни її ліпідного оточення внаслідок опромінення. Виявлено, що ЕМВ (1,7 мкВт/см2) лише за тривалості 20 хв призводить до достовірного збільшення вмісту продуктів ліпопероксидації, активності СОД, КАТ і зниження активності ГПО, Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу в’юна. Результати дисперсійного аналізу підтверджують істотний вплив ЕМВ у мінливість показників ПОЛ, активності ензимів АОС і Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна.

Ключові слова: електромагнітне випромінювання радіодіапазону, процеси ліпопероксидації, антиоксидантна система, Na+, K+–АТФ-аза, зародки в’юна. 

АННОТАЦИЯ

Яремчук М. М. Процессы липопероксидации и функционирования Na+, K+–АТФ-азы зародышей вьюна при воздействии электромагнитного излучения радиодиапазона. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальности 03.00.02 – биофизика. – Львовский национальный университет имени Ивана Франко Министерства образования и науки Украины, Львов, 2015.
В диссертации исследовано изменения прооксидантно-антиоксидантного гомеостаза и функционирования Na+, K+–АТФ-азы зародышей вьюна Misgurnus fossilis L. при воздействии электромагнитного излучения радиодиапазона. Показано, что влияние ЭМИ (6,9; 30,1мкВт/см2) вызывает повышение содержания первичных и вторичных продуктов липопероксидации зародышей вьюна.

Установлено, что ЭМИ радиодиапазона (6,9 и 30,1 мкВт/см2) приводит к повышению активности СОД и снижению активности ГПО в эмбриогенезе вьюна. Определено подавление активности КАТ при воздействии ЭМИ (6,9 и 30,1 мкВт/см2) на стадиях развития 2; 16; 64 и 256 бластомеров. Однако на стадии 1024 бластомеров наблюдается повышение активности каталазы при воздействии ЭМИ.

Выяснено, что действие ЭМИ (1,7 мкВт/см2) в течение 1 мин не вызывает достоверных изменений содержания продуктов ПОЛ на всех исследуемых стадиях развития. Увеличение продолжительности облучения до 5 и 10 мин приводит к интенсификации процессов свободнорадикального окисления на стадиях 256 и 1024 бластомеров. Установлено, что ЭМИ (1,7 мкВт/см2) только при продолжительности 20 мин приводит к существенному повышению содержания продуктов липопероксидации. Не установлено существенных изменений в активности СОД, КАТ и ГПО при воздействии облучения продолжительностью 1, 5 и 10 мин на стадиях развития 2, 16, 64 и 256 бластомеров. На стадии 256 и 1024 бластомеров отмечено достоверное повышение активности СОД, КАТ та снижение активности ГПО за 5-, 10- и 20-ти минутного облучения зародышей вьюна.
Установлено, что ЭМИ радиодиапазона вызывает снижение активности Na+, K+–АТФ-азы. Кинетика гидролиза АТФ ферментом меняется в зависимости от стадии развития, значение плотности потока энергии и продолжительности облучения. Снижение максимальной скорости реакции гидролиза свидетельствует о модификации молекулы Na+, K+–АТФ-азы или изменения ее липидного окружения в результате облучения (1,7; 6,9 и 30,1 мкВт/см2).
Показано, что значительную долю влияния на изменчивость показателей свободнорадикальных процессов, активность СОД, КАТ, ГПО и Na+, K+–АТФ-азы зародышей вьюна, оказывает электромагнитное излучение радиодиапазона и является сильнейшим фактором из исследуемых. Влияние ЭМИ радиодиапазона на зародыши вьюна реализуется на мембранном уровне, поскольку происходит интенсификация процессов ПОЛ и ингибирование активности Na+, K+–АТФ-азы, изменяется активность ферментов антиоксидантной системы.
Ключевые слова: электромагнитное излучение радиодиапазона, процессы липопероксидации, антиоксидантная система, Na+, K+–АТФ-аза, зародыши вьюна.
SUMMARY

Yaremchuk M. M. Loach embryos lipid peroxidation processes and Na+, K+ – АТPase functioning under the influence of radio frequency electromagnetic radiation. – Manuscript.
Thesis for a Philosophy Doctor (PhD) Degree in Biology, speciality 03.00.02 – biophysics. – Ivan Franko National University of Lviv, Ministry of Education and Science of Ukraine, Lviv, 2015.

Dissertation is devoted to the investigation of loach embryos Misgurnus fossilis L. prooxidant-antioxidant homeostasis changes and Na+, K+–АТPase functioning under the influence of the radio frequency electromagnetic radiation. It has been established, the increase in the content of lipid peroxidation products, imbalanced antioxidant system functioning, that is represented in a changes of SOD, CAT and GPO activity after 6.9 and 30.1 μW/cm2 exposure. It has been found out that radio frequency EMR leads to the Na+, K+–АТPase inhibition. Kinetics of ATP enzymatic hydrolysis changes regarding the stage of development, radiant exposure and exposure duration. The exposure results in the significant decrease of high speed hydrolysis reaction, which is determined by Na+, K+ – АТPase molecule modification or changes in lipid environment. EMR (1.7 μW/cm2) exposure for 20 minutes causes the significant increase in the content of lipid peroxidation products, SOD and CAT activitiy, on the opposite side it leads to the GPO and Na+, K+–АТPase activity inhibition during loach early embryogenesis. Analysis of variance results specify the significant EMR influence on lipid peroxidation indexes variability, antioxidant enzyme activity and Na+, K+–АТPase activity as well.

Key words: radio frequency electromagnetic radiation, lipid peroxidation processes, antioxidant system, Na+, K+–АТPase, loach embryos.
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