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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
GSH – відновлений глутатіон

GSSG – окиснений глутатіон

HO2• – гідропероксил-радикал

Рi – неорганічний фосфор

Кm – константа спорідненості до АТФ

OH• – гідроксил-радикал

О2•- – супероксид-аніон радикал

SAR (Specific Absorption Rate) – питомий коефіцієнт поглинання електромагнітної енергії
АОЗ – антиоксидантний захист

АОС – антиоксидантна система

АФО – активні форми оксигену

ГП – гідропероксиди ліпідів

ГПО – глутатіонпероксидаза
ЕМВ РЧ діапазону – електромагнітне випромінювання радіочастотного діапазону

ЕМП – електромагнітне поле

КАТ – каталаза

МДА – малоновий диальдегід

ПОЛ – пероксидне окиснення ліпідів

СОД – супероксиддисмутаза

ТБК – тіобарбітурова кислота

ВСТУП
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 [90, 95, 114, 212, 251].
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 [108, 141, 142, 208, 280, 316].
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) [148, 181, 294].
Встановлено, що ЕМВ впливає на ембріональний розвиток тварин [19, 93, 294]. 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 [93], до зменшення розмірів яєчників протягом внутрішньоутробного розвитку щурів [179], відбувається сповільнений розвиток дрозофіл [220, 278, 286].
Встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону призводить до істотного підвищення швидкості утворення супероксид-аніону та оксиду нітрогену в клітинах ембріонів перепела японського [128]. 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 [128]. 

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 [90, 95, 128, 150, 208, 264, 294], 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 та завдання досліджень

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 
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РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на біологічні об’єкти

Електромагнітне випромінювання радіодіапазону є невід’ємною частиною загального електромагнітного фону, який оточує людину. Протягом останніх десятиліть надзвичайно збільшився рівень неіонізуючого електромагнітного випромінювання у зв’язку з використанням мобільного зв’язку, бездротових систем комунікації WiFi і WiMAX, промислових та побутових приладів [4].
З кінця ХІХ до початку ХХІ століття відбулось зростання електромагнітного фону Землі від ~ 10-24 – 10-12  Вт/м2 до ~ 10-1 – 10 Вт/м2 [42]. В 1995 році Всесвітньою організацією охорони здоров’я (ВООЗ) офіційно введений термін «глобальне електромагнітне забруднення навколишнього середовища», що включила цю проблему до переліку пріоритетних для людства. Встановлено достовірне зростання ризику розвитку: неврином слухового нерва [184, 292]; гліом головного мозку [186, 188]; злоякісних пухлин білявушних слинних залоз [291]; лімфоми [190]; меланоми [185] в користувачів мобільним зв’язком. Крім того, підвищений ризик розвитку раку відмічено серед людей, які живуть поблизу базових станцій [158, 315]. Тому в 2011 році Міжнародне агентство з дослідження раку при ВООЗ класифікувало електромагнітне випромінювання радіодіапазону як можливий канцерогенний чинник для населення [105].

Нормування ЕМВ РЧ діапазону здійснюється згідно із ГОСТ 12.1.006-84 «Електромагнітні поля радіочастот. Припустимі рівні на робочих місцях і вимоги до впровадження контролю», ДСН 239-96 «Державних санітарних норм і правил захисту населення від впливу електромагнітних випромінювань» і ДСанПіН 3.3.6.096-2002 «Державні санітарні норми та правила під час роботи з джерелами електромагнітних полів» [63].
Згідно з цими документами нормування електромагнітних випромінювань здійснюється в діапазоні частот 50 кГц – 300 ГГц. Для діапазону 300 МГц–300 ГГц нормативним параметром є густина потоку енергії ГПЕ, Вт/м2 (1 Вт/м2=0,1 мВт/см2=100 мкВт/см2).
У світовій практиці для визначення рівня опромінення, який виникає при роботі подібних радіоелектронних засобів використовують питомий коефіцієнт поглинання (SAR – Specific Absorрtion Rate). Ця величина визначає ступінь поглинання електромагнітної енергії людським тілом і вимірюється у ватах на кілограм (Вт/кг) [66].

Величина SAR є важливою для розуміння ефекту впливу опромінення засобів мобільного зв’язку та інших джерел радіовипромінювання. В Європі значення SAR визначається в кубічному об’ємі, еквівалентному 10 г людської тканини. У цьому випадку максимальна величина SAR складає 2 Вт/кг. Граничне значення SAR, рекомендоване Радою Європи – 2,0 Вт/кг.

У США та інших країнах азіатсько-тихоокеанського регіону значення SAR визначається в кубічному об’ємі, еквівалентному 1 г людської тканини. У цьому випадку максимальна величина SAR становить 1,6 Вт/кг. Однак показник SAR не завжди відображає реальні механізми взаємодії ЕМВ з біологічними тканинами [64, 65].
Кількісна оцінка доз випромінювання має важливе значення для характеристики біологічного ефекту та віддалених наслідків впливу ЕМВ. Дозиметрична оцінка необхідна для подальшого обґрунтування екстраполяції на людину біологічних ефектів опромінення, тестованих на тваринах [65]. На сьогодні недостатньо фундаментальних наукових даних щодо оцінки електромагнітної безпеки радіоопромінення засобів мобільного зв’язку, оскільки, експериментальні дані неоднозначні та суперечливі [90, 95, 114, 123, 128, 210, 219, 294].

Дія ЕМВ на організм людини залежить від поглинутої енергії. Частина випромінювання, що потрапляє на людину, поглинається, а частина – відбивається. Поглинута енергія електромагнітного поля переходить в теплову енергію. Ступінь впливу ЕМП на організм залежить від діапазону частот, інтенсивності та тривалості дії, характеру випромінювання, розміру опромінюваної поверхні тіла та індивідуальних особливостей організму [68]. Із зростанням частоти ЕМП, його поглинання характеризується більшою інтенсивністю, а проникнення залежить від довжини хвилі коливань. Наприклад, при частоті 300 МГц електромагнітні хвилі проникають приблизно на 50 мм, а при 6 ГГц – на 5 мм [63].

Вплив ЕМП на біологічний об’єкт оцінюється кількістю електромагнітної енергії, що поглинається: 

Wпогл = σ ∙ Sеф, 
де σ – густина потоку потужності випромінювання електромагнітної енергії, Вт/м; Sеф – ефективна поглинаюча поверхня тіла людини, м2 [68]. 

На живі організми істотний вплив чинять ЕМП і електромагнітні хвилі різних частотних діапазонів: від низькочастотного радіохвильового (f = 30–300 кГц, λ= 104  – 10-3 м) до іонізуючого γ-випромінювання (f >1018 Гц, λ≤10-10 м). За інтенсивністю їх поділяють на: низькоінтенсивні – менше 10 мВт/см2 і високоінтенсивні – більше 10 мВт/см2. Таке низькоінтенсивне високочастотне випромінювання нагріває тканину не більше, ніж на 0,1 оС за 6 хвилин (0,1 год) [59].

Інтенсивність поля величиною 10 мВт/см2 є тепловим порогом, що в нормальних умовах призводить до розсіювання в навколишнє середовище такої кількості теплоти, яка відповідає тепловому потоку 10 мВт/см2  поверхні [59, 66]. 

При інтенсивності більше 10 мВт/см2 значно підвищується температура опромінюваної тканини. Це так званий тепловий ефект. Тканина нагрівається внаслідок іонної провідності рідини, що знаходиться в клітинах і міжклітинному просторі, а також завдяки коливанню диполів молекул води і білків [59].

Дослідженню впливу ЕМВ радіодіапазону на біологічні об’єкти і різні системи живого організму за рахунок збільшення температури тканин (тепловий ефект) присвячено низку робіт [107, 269, 302].
Встановлено, що вплив ЕМП високих частот на живий організм проявляється і за інтенсивності нижчої теплового порогу, тобто має місце інформаційний (нетепловий) ефект [164, 229]. Вважають, що формування такого біологічного ефекту відбувається за рахунок енергії самого живого організму, а зовнішній вплив дає тільки поштовх для розвитку реакції [155, 164, 229, 277]. ЕМВ здатне викликати переміщення іонів, поляризацію бокових ланцюгів макромолекул і орієнтувати їх паралельно напруженості електричного поля, а також резонансно поглинатись макромолекулами та біологічними структурами, викликати нервові реакції та інші, так звані, нетеплові ефекти [59, 111, 302].

Відомо, що мікрохвильове випромінювання низької інтенсивності може призводити як до прискорення, так і сповільнення біохімічних реакцій [4]. В обох випадках це спричиняє порушення нормального функціонування живого організму та може викликати ті, чи інші захворювання [106, 150, 172, 186]. Особливо це стосується дітей, вагітних жінок, людей із захворюванням центральної нервової системи, гормональної і серцево-судинної систем, людей з ослабленим імунітетом [102, 310].

Основна увага дослідників звернена на оцінку впливу ЕМВ РЧ діапазону на нервову систему [72, 139, 208, 303]. Встановлено модифікуючий вплив низькоінтенсивного ЕМВ на характер поведінкових навичок та адаптаційних реакцій щурів [36, 261]. Автори припускають, що опромінення засобами мобільного зв’язку призводить до порушення пластичності нейронів, збільшення проникності гематоенцефалічного бар’єру, підвищення ризику розвитку нейродегенеративних захворювань та раку мозку [211, 213, 287, 300].

До біологічних ефектів, викликаних мікрохвильовим випромінюванням належать: зміни внутрішньоклітинної концентрації іонів; зміни у швидкості синтезу різних біомолекул; зміни в показниках проліферації клітин; зміни в репродуктивній здатності тварин; зміни в експресії генів; пошкодження ДНК і загибель клітин; розвиток раку [98, 112, 118, 131, 155, 186–189, 223, 225, 267].
Встановлено, що довготривала дія ЕМВ частотою 900 МГц у різних клітин викликає експресію генів [135, 136, 267, 268, 289]. Серед білків, експресія яких викликана випромінюванням на частотах мобільного зв’язку, є також транскрипційні фактори [136]. Одним із переконливих доказів того, що низькоінтенсивне мікрохвильове випромінювання є стрес-фактором для живих клітин, є гіперпродукція в клітинах білків теплового шоку (HSPs, Heat Shock Proteins) після опромінення [135, 149, 229]. При мікрохвильовому опроміненні трансгенних нематод, Coenorhabditis elegans, була виявлена гіперпродукція білків теплового шоку [149]. ЕМВ радіодіапазону з частотою 750 МГц і рівнем SAR – 0,001 Вт/кг протягом 18 годин призводить до інтенсивної продукції білка теплового шоку HSP16 у відповідь на тестове збільшення температури середовища від 24,5 до 25,6 °С. Проте продукція HSP16 у контрольній групі нематод починалася тільки при підвищенні температури середовища до 27 °С. Таким чином, автори дослідження прийшли до висновку, що низькоінтенсивне мікрохвильове випромінювання, яке не підвищувало температури середовища більше ніж на 0,01 °С, є стрес-фактором, який викликає гіперпродукцію білка теплового шоку аналогічно нагріванню культури нематод на 3 °С [149].

Опромінення дрозофіл ЕМВ стандарту GSM (1900 МГц, SAR = 1,4 Вт/кг) призводило до достовірного збільшення вмісту білка теплового шоку HSP70 в тканинах потомства [312]. При опроміненні лінії р53-дефіцитних плюрипотентних ембріональних стовбурових клітин мікрохвильовим випромінюванням GSM стандарту (1800 МГц, SAR = 1,5–2 Вт/кг, 22 або 72 години), було виявлено достовірне збільшення рівня матричної РНК білка теплового шоку HSP70 [143]. Одногодинне опромінення ендотеліальних клітин людини мікрохвильовим випромінюванням нетеплової інтенсивності викликало зміну в рівні фосфорилювання ряду протеїнів, зокрема білка теплового шоку HSP27 [229]. Автори дослідження підкреслюють, що фосфорилювання білків є однією з ранніх реакцій клітини на дію стрес-факторів.

У серії робіт [235, 236, 309] виявлена експресія генів білка теплового шоку HSP70 при дії низькочастотного ЕМВ нетеплових інтенсивностей. Встановлена чутливість до ЕМВ певної ділянки ДНК, яка кодує HSP70. При цьому, ділянка ДНК, яка реагує на ЕМВ, не чутлива до збільшення температури. Було доведено, що ЕМП може безпосередньо сприйматися послідовністю нуклеотидів (-СТСТ-) у промоутері гена, який кодує HSP70 [235]. У даних роботах була продемонстрована чутливість геному до низькочастотного ЕМВ, однак, не зрозумілі фізичні механізми даного феномена. Ці дослідження представляють надзвичайний інтерес, оскільки вони вперше продемонстрували можливість ЕМВ нетеплових інтенсивностей безпосередньо викликати експресію генів [235, 236, 289, 309].
Однак автори [224] встановили, що вплив мікрохвильового випромінювання (0,4, 2,0 і 3,6 Вт/кг; 20 хв, 1 година і 4 години) не призводить до зміни вмісту білків теплового шоку та пошкоджень лімфоцитів і моноцитів людини. Це, ймовірно, може свідчити про те, що мобільний телефон за такої потужності і тривалості експозиції не є стрес-фактором для лімфоцитів і моноцитів здорової людини.
Встановлено, що вплив ЕМВ на частоті мобільного зв’язку протягом 30 хвилин призводить до локального, нетривалого зниження метаболізму глюкози в мозку людини [300, 310]. Є також дані про те, що вплив ЕМВ (900 МГц) призводить до збільшення вмісту глюкози в крові самок хом’яка [293].
Деякі дослідження показують, що ЕМВ радіодіапазону може викликати зміни в активності ферментів [100, 111, 128, 311]. Наприклад, третинна структура гемоглобіну була порушена ЕМВ частотою 900 МГц [257]. Показано, що знижуються темпи зв’язування заліза феритином за впливу РЧ ЕМВ частотою 1 МГц [132, 133]. Міоглобін був пошкоджений після опромінення ЕМВ частотою 1950 МГц [245]. Однак у іншого глобулярного білка – лізоциму, не було виявлено змін у відповідь на опромінення частотою 8 ГГц [313]. Вплив мікрохвильового випромінювання протягом двох годин спричиняє модифікації структурних та біохімічних характеристик ацетилхолінестерази, що призводить до значної зміни її активності [102]. 

Крім того, спостерігається підвищена експресія генів, що кодують білки рибосом у клітинах людини in vitro за впливу ЕМВ на частотах мобільного зв’язку (900 і 1800 МГц) [289]. Встановлено, що за впливу ЕМВ РЧ діапазону змінюється генна експресія і біосинтез білка в людських ендотеліальних клітинних ліній [267]. Гени і білки по-різному реагують на експозицію в кожній з клітинних ліній. Припускають, що клітинна відповідь на таке випромінювання може бути залежна від геному і протеому [267].

1.1.1. Основні мішені дії електромагнітного випромінювання. Відомо, що ЕМВ радіодіапазону призводить до пошкодження ДНК [113, 168, 177, 225]. Зокрема, встановлено збільшення числа хромосомних аберацій, мікроядер, розривів хромосом, пошкоджень ДНК у лімфоцитах периферичної крові осіб, які піддавалися мікрохвильовому випромінюванню з частотою 1,25–1,35 ГГц та інтенсивністю 10 мкВт/см2 – 50 мВт/см2 [168]. Також було виявлено збільшення рівня пошкодження ДНК у користувачів мобільних телефонів [167]. При цьому спостерігалася кореляція між тривалістю користування мобільним телефоном і ступенем пошкоджень ДНК.

Експозиція протягом навіть незначного часу може призводити до суттєвих змін на рівні ДНК, які, у свою чергу, є причиною різних захворювань, в тому числі онкологічних [121]. Про це свідчать дослідження [20, 186, 188], в яких встановлено зв’язок між впливом ЕМВ радіодіапазону і зростанням захворювань лейкемією та утворенням пухлин головного мозку. Низкою досліджень з’ясовано, що вплив ЕМВ на частотах мобільного зв’язку випромінювання викликає зміни генетичного апарату [144, 233], зокрема, спостерігається збільшення кількості структурних аберацій в клітинах кісткового мозку щурів [252].

При опроміненні лабораторних мишей мікрохвильовим випромінюванням частотою 2450 МГц (SAR = 0,6–1,2 Вт/кг) з інтенсивністю випромінювання 1 мВт/см2, по 2 години на день, протягом 120–200 днів, спостерігалися розриви ДНК у клітинах головного мозку і сім’яниках [225]. При введенні в організм щурів препаратів, що поглинають вільні радикали (мелатонін або спінова пастка N-tert-butyl-alpha-phenylnitrone), після мікрохвильового опромінення, блокувалося утворення одно- або двониткових розривів ДНК у клітинах головного мозку [226]. Було зроблено висновок, що вільні радикали беруть участь в пошкодженні ДНК клітин головного мозку щурів [225, 226].

Paulraj і Behari встановили збільшення однониткових розривів ДНК y клітинах мозку щурів, що розвивалися після впливу ЕМВ різної частоти протягом 35 днів [283]. Ніколова і співавтори показали підвищення двониткових розривів ДНК в ембріональних стовбурових клітинах мишей за впливу ЕМП частотою 1,7 ГГц [266].

На моделі сперміїв людини було продемонстровано оксидативне ушкодження ДНК мікрохвильовим випромінюванням (1,8 ГГц, SAR=0,4–27,5 Вт/кг), шляхом виявлення маркера оксидативного ушкодження ДНК – 8-ОН-dG (8-гідроксигуанозину) [148]. При цьому була виявлена висока кореляція між рівнем SAR випромінювання, пригніченням життєздатності сперміїв, інтенсивністю генерації АФО в мітохондріях сперміїв і оксидативним пошкодженням ДНК [148]. 

Вплив низькоінтенсивного ЕМВ стандартів GSM і UMTS на виділені лімфоцити людини здорових донорів і гіперчутливих до ЕМВ людей, призводив до тривалого (до 72 годин) вірогідного зменшення кількості протеїнів 53BP1 і γ-H2AX, які є маркерами репарації двониткових пошкоджень ДНК [112, 114, 249]. Слід відмітити, що ефект залежав від частоти випромінювання. В іншому дослідженні ці ж автори показали, що стовбурові клітини людини більш виражено реагують на вплив ЕМВ на частотах мобільного зв’язку, ніж диференційовані клітини [250].

Зміни в конформації хроматину були виявлені при мікрохвильовому опроміненні лімфоцитів здорових донорів та гіперчутливих до ЕМВ [112, 114]. При цьому спостерігалася тимчасова конденсація хроматину у відповідь на мікрохвильовий вплив [90, 112, 114].

Опромінення перепелиних ембріонів in ovo впродовж 158 годин мікрохвильовим випромінюванням GSM 900 МГц, призводило до вірогідного (p<0,001) зростання одно- та двониткових розривів ДНК у клітинах 38-годинних ембріонів [128].

Однак результати останніх досліджень є спірними щодо впливу РЧ ЕМВ на ДНК [98, 113, 155, 192, 305]. Tice та ін. [302] повідомили, що опромінення лейкоцитів та лімфоцитів крові людини РЧ ЕМВ (SAR=5–10 Вт/кг) протягом 24 годин, спричиняє хромосомні пошкодження, тоді як за впливу РЧ ЕМВ меншої тривалості і з нижчим рівнем питомого коефіцієнта поглинання електромагнітної енергії, подібного ефекту не спостерігалося.
Hook та ін. не встановили істотного впливу РЧ ЕМВ на культуру клітин лімфобластоми людини Molt-4 за різних значень SAR [192]. Пізніше дослідниками на цьому ж об’єкті було продемонстровано, що дія на клітини випромінювання мобільних телефонів різних стандартів (2,4–26 мкВт/кг) протягом 2–21 години може викликати, в порівнянні з контролем, як збільшення, так і зменшення рівня пошкоджень ДНК, залежно від типу сигналу, інтенсивності та тривалості дії опромінення [284]. 
Крім того з’ясовано, що ЕМП можуть впливати на швидкість проліферації клітин, синтезу ДНК, РНК і білка [163, 172]. Було запропоновано можливі шляхи канцерогенезу, викликаного ЕМВ радіодіапазону (рис. 1.1) [150]. 
Плазматична мембрана може бути мішенню дії РЧ ЕМВ [150]. Це випромінювання може викликати неконтрольовану проліферацію клітин, діючи на різні ферменти плазматичної мембрани і рецептори. Короткотривала дія РЧ ЕМВ активує фермент плазматичної мембрани – НАДФН-оксидазу, яка швидко (протягом декількох хвилин) генерує АФО, у відповідь на опромінення [164]. 
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Рис. 1.1. Різні клітинні мішені ЕМВ радіодіапазону [150].
АФО безпосередньо стимулюють матриксні металопротеїнази, що дозволяє їм розщеплювати і звільняти гепарин-зв’язаний епідермальний фактор росту (ЕФР). ЕФР зв’язується з своїм рецептором на поверхні клітини, що, у свою чергу, призводить до активації каскаду кіназ регуляції позаклітинних сигналів (ERK). ERK шлях складається з наступної активації Ras, Raf білків. RAF-кіназа (серин-треонінової специфічності) фосфорилює і активує МЕК, другу серин-треонінову кіназу. МЕК фосфорилює і активує мітогенактивовану протеїнкіназу (МАРК). МАРК-сигнальний шлях може сприяти росту пухлин (рис. 1.1) [150].
Хронічний вплив АФО може активувати різні стрес-кінази (р38 МАРК), що призводить до стимуляції ERK шляхів, а також фосфорилювання білків теплового шоку, які інгібують апоптоз [229]. Інгібування апоптозу може сприяти розвитку канцерогенезу, продовжуючи виживання клітин з пошкодженою ДНК. HSP також стабілізує актинові філаменти і змінює секрецію bFGF. Це може призвести до збільшення проникності гематотестикулярного бар’єру і бути причиною безпліддя. Здатність ЕМВ радіодіапазону стимулювати продукцію АФО, очевидно, пояснює потенційний механізм можливих пошкоджень ДНК за впливу опромінення нетеплової інтенсивності (рис. 1.1) [150].

Крім того, існують припущення, що орнітиндекарбоксилаза (ОДК) може бути мішенню для ЕМВ радіодіапазону [111, 120, 194]. Збільшення активності ОДК у клітинах після впливу ЕМВ, було одним з перших, виявлених маркерів, потенційної канцерогенності даного чинника [238, 282]. ОДК є ферментом, причетним до клітинного росту і диференціації, і підвищена активність ензиму спостерігається, зокрема, у пухлинних клітинах. Хоча гіперекспресія ОДК не є достатньою умовою для трансформації нормальних клітин у пухлинні, але підвищена активність ензиму сприяє розвитку пухлини з передракових клітин [147, 191]. Разом з тим, є експериментальні моделі культур клітин, на яких показано, що ЕМВ нетеплової інтенсивності здатне достовірно знижувати активність ОДК [194]. Очевидно, в даному випадку, істотним є сам факт можливості зміни активності ензиму під дією даного виду випромінювання. Активність ОДК модулюється мембранно-опосередкованими сигналами і РЧ ЕМВ може стимулювати OДК безпосередньо або через мембрану [150].
Пошкодження ДНК у клітинах може мати серйозні наслідки. Через гомеостатичний механізм, клітини підтримують тонкий баланс між пошкодженням та репарацією ДНК. Більшість клітин може відновити однониткові розриви ДНК. Однак двониткові розриви ДНК, якщо їх не відновити, можуть призвести до загибелі клітин або апоптозу. Індукція апоптозу за впливу ЕМВ радіодіапазону була продемонстрована в низці досліджень [101, 130, 145, 248, 272, 322].
Дослідження [282] показали, що слабкі електромагнітні поля можуть стимулювати вивільнення іонів кальцію з клітини, що створює можливість для утворення тимчасових пор. Встановлено, що ЕМВ радіодіапазону впливає на активність Na+, K+–АТФ-ази в еритроцитах людини [100, 239].
Припускають, що РЧ ЕМВ може змінити внутрішньоклітинний гомеостаз кальцію, впливаючи на кальцієві канали плазматичної мембрани [117]. Пертурбація кальцію (вивільненого з ЕПР) через його захоплення мітохондріями запускає апоптичний каскад. Ця зміна в концентрації кальцію спричиняє вивільнення цитохрому с із мітохондрій у цитозоль, активації каспази 9, і як наслідок, активація ефекторних каспаз 3, 6 і 7 і зрештою загибель клітин шляхом апоптозу [208]. 
Причетність іонів кальцію до нетеплових ефектів ЕМВ радіодіапазону [157, 282, 288] значно розширює уявлення про можливі біологічні ефекти даного випромінювання. Так, на нейронах, отриманих з диференційованих ембріональних стовбурових клітин мишей, була продемонстрована виражена здатність ЕМВ РЧ діапазону достовірно підвищувати внутрішньоклітинну концентрацію іонів кальцію [288].

За впливу на клітини ЕМВ у діапазоні частот 700–1100 МГц і рівнем SAR 0,5–5 Вт/кг спостерігалося підвищення частоти пікових концентрацій (спайків) Са2+ в опромінених клітинах [288]. При цьому максимальний ефект спостерігався при частоті випромінювання 800 МГц і практично він не залежав від величини питомого коефіцієнта поглинання електромагнітної енергії (SAR). Кількість спайків Са2+ в опромінених клітинах протягом 60 хв збільшувалася приблизно в три рази, порівняно з цим показником у неопромінених клітинах [288]. У роботі показано, що даний феномен обумовлений як активацією Са2+ каналів N-типу зовнішньої мембрани клітин, так і активацією фосфоліпази С, причетної до виходу Са2+ з внутрішньоклітинних депо в цитоплазму. 
Вплив ЕМВ на частотах мобільного зв’язку призводив до зміни в активності Са2+– залежних К+– каналів та гіперполяризації мембран еритроцитів щурів [2].

Оскільки іонам кальцію належить важлива роль в процесах клітинної проліферації, диференціації та реорганізації цитоскелету, виявлений феномен дозволяє розглядати ЕМВ радіодіапазону як потенційний фактор модуляції широкого спектру Са2+ – залежних клітинних процесів [288]. Збільшення рівня внутрішньоклітинного кальцію може також змінити активність різних ферментів, таких як OДК і протеїнкінази С (ПКС) [140, 150, 221].

Активність ПКС (у мозку щурів лінії Вістар) значно знижується в опроміненій групі, порівняно з неопроміненою [206]. Різні види злоякісних новоутворень пов’язують із зміненою активністю ПКС, за впливу ЕМВ на частотах мобільного зв’язку [193, 244].
Електромагнітне випромінювання радіочастотного діапазону впливає на експресію ізоферментів ПКС, а в літературі є суперечливі дані про роль зміненої активності ПКС в канцерогенезі [175, 193]. Вплив РЧ ЕМВ може бути пов’язаний зі зниженням активності ПКС. Таким чином, дослідники [150, 260] припустили, що хронічний вплив ЕМВ РЧ діапазону призводить до зниження активності ПКС.

Радіочастотне електромагнітне випромінювання може впливати на активність протеїнкінази С, орнітиндекарбоксилази, внутрішньоклітинні кальцієві спайки і стимулювати стресові кінази. Стимуляція НАДФН-оксидази плазматичної мембрани може мати центральну роль у вищевказаних ефектах [150].

Зміни рівнів внутрішньоклітинного кальцію, активності орнітиндекарбоксилази і протеїнкінази С є взаємопов’язаними, а також вони можуть бути вторинними до експозиції РЧ ЕМВ. Таким чином, електромагнітне випромінювання радіодіапазону опосередковано збільшує виробництво активних форм оксигену, що може викликати клітинну диференціацію через вплив на МАРК-кінази, білки теплового шоку, протеїнкіназу С та орнітиндекарбоксилазу [150, 273].
1.1.2. Механізми впливу електромагнітного поля на біологічні системи. Відомо декілька моделей впливу ЕМВ на біологічні системи [104, 173, 246, 279]. Необхідно відзначити модель взаємодії неіонізуючого ЕМВ з рухомими електричними зарядами [173]. У клітині рух електричних зарядів може бути пов’язаний з певною біологічною функцією, що може призводити до змін внаслідок дії ЕМП. Експериментально це показано на таких ферментах як Na+, K+–АТФ-аза і цитохромоксидаза, зміни електричних потоків яких були пропорційні індукованому магнітному полю [104, 173]. Крім того, було встановлено статистично достовірне прискорення автоколивних окисно-відновних реакцій (реакція Білоусова-Жаботинського) в безклітинних системах при дії низькочастотного ЕМП [120]. Автори пояснюють виявлений ефект результатом безпосередньої взаємодії магнітного поля з електронами, які передаються під час хімічної реакції. Було показано [246], що магнітне поле низької інтенсивності здатне «вмикати» і «вимикати» потенціали пірамідальних нейронів. Встановлено, що викликані потенціали ініційовані дією поля на регуляторні (ворітні) заряди в структурі різних іонних каналів [246].

Інша біофізична модель [279] вказує на значущість «силових вібрацій», які діють з боку ЕМП на вільні іони на поверхні плазматичної мембрани. Коливання зарядів на поверхні мембрани в ЕМП можуть бути певними сигналами для подальшої поведінки живої системи [279].

Механізм дії електромагнітних хвиль на біологічні об’єкти пояснює гіпотеза про резонансний характер такого впливу. На мембрані клітини виникають коливання тієї ж частоти, що характерна і для ЕМВ. Відбувається явище сильного зростання амплітуди вимушеного коливання, коли частота зовнішньої дії збігається з власною частотою коливань (резонанс) [10, 16, 86].
З точки зору електростатики, клітинна мембрана є конденсатором, в якому діелектриком є бімолекулярний ліпідний шар. Напруженість електричного поля всередині бішару при товщині мембрани від 5 до 6 нм становить 105 В/см=107 В/м. Коли на клітину впливає ЕМВ відповідної частоти, тоді на мембрані виникає акустична хвиля (поздовжня) [86]. При цьому потенційна енергія електричного поля мембрани перетворюється на кінетичну енергію руху її компонентів і навпаки. Таким чином, електромагнітна енергія перетворюється в енергію акустоелектричних хвиль. В результаті резонансу амплітуда акустичних коливань зростає, а, отже, зростає транспорт іонів через мембрану та спряжених процесів [86].

У роботі Захватаева В. Е. розглянуто інший механізм виникнення коливань в мембрані [30]. Поляризовані молекули ліпідів в електричному полі зміщуються в напрямку вектора дії поля. В результаті періодично змінюється діелектрична проникність в ділянках мембрани. Зміна діелектричної проникності призводить до зміни енергії електростатичного поля. Енергія електростатичного поля «перетворюється» в кінетичну енергію руху ліпідних компонентів. Ці нові коливання не впливають на товщину ліпідного шару і на рухливість цитоплазми, у зв’язку з цим, такі поляризаційні коливання в мембрані клітини не призводять до дисипації енергії [30].
Теоретична робота про фазові переходи в мембранах та виникнення пор при зниженні мембранного потенціалу підтверджує гіпотезу про те, що саме поляризаційні коливання лежать в основі більшості біологічних ефектів, викликаних впливом слабкого електромагнітного поля на біологічні об’єкти [30].
Вчені припускають, що біологічний ефект резонансного впливу мікрохвильового випромінювання на мембрани клітин пов’язаний із складною нелінійною залежністю з ЕМП, які впливають на мембрану, а також можливе його підсилення за рахунок дії метаболічної системи клітини [17]. Відомо, що вплив ЕМВ радіодіапазону на хлорний струм через мембрани клітин водоростей Nitellopsis obtusa залежить від частоти опромінення: відмічено підвищення хлорного струму на 200–400 % (49, 70, 76 ГГц) та зниження провідності (41,5 і 71 ГГц) [33].
Вважають, що резонансна дія мікрохвильового випромінювання на біологічні об’єкти здійснюється за разунок взаємодії із власними коливаннями молекулярних осциляторів води [69]. На думку вчених, завдяки такій взаємодії електромагнітна хвиля з резонансною частотою поширюється в середовищі з малими втратами, а при відхиленні від резонансної частоти випромінювання поглинається на поверхні об’єкта. Мікрохвилі, котрі поширюються в біологічних об’єктах на резонансних частотах, починають поглинатися в ділянках локального порушення структури, шо мають власні, «аномальні» частоти. Це, ймовірно, може призвести до відновлення «нормальних» резонансних частот і підвищення фазової синхронізації під впливом вимушеної «нормальної» резонансної частоти [69]. 

Питання про існування певних, «резонансних» частот мікрохвильового випромінювання, при яких спостерігається максимум біологічної дії, дотепер залишається предметом дослідження, оскільки не всі автори виявили існування таких частот. Наприклад, мікрохвильове випромінювання (53–78 ГГц) не впливає на струми через мембрани та транспорт тетрафенілбората через штучні мембрани [99].
Вважають, що біологічний ефект ЕМВ радіодіапазону залежить від відстані джерела опромінення до об’єкта, і така квазірезонансна залежність ефекта пов’язана з характером і структурою ЕМП в близькій зоні [17].
1.2. Стан прооксидантно-антиоксидантної системи в нормі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону
У біологічних мембранах постійно відбуваються процеси пероксидного окиснення ліпідів, що зумовлені контактом молекулярного кисню з легкоокиснювальними сполуками вуглецю, передусім з ненасиченими жирними кислотами фосфоліпідів (ліноленова, арахідонова та інші), а також присутністю активаторів ПОЛ – АФО [41, 50].
За нормальних фізіологічних умов концентрація АФО в тканинах є невисокою, а саме Н2О2 – 10-8 М, О2 •- – 10-11 М, ОН- ‹ 10-11 М і вони не нагромаджуються в клітинах [55]. При стресовій реакції організму в нормі спостерігається короткочасне збільшення вмісту АФО [79]. Відбувається адаптація організму до екстремальних умов, а АФО відіграють роль вторинних месенджерів, беручи участь в сигнальній трансдукції та активації факторів транскрипції і відповідних генів, зокрема тих, що кодують ферменти антиоксиданти [28, 31, 51, 81].
Утворення АФО в живих організмів інтенсифікується за впливу чинників різного походження (хімічне забруднення, токсичні речовини, гіпер- і гіпоксія, запальні процеси, іонізуюче випромінювання, ЕМВ РЧ діапазону) [11, 12, 209, 214, 253, 294]. 

Під дією АФО відбувається інтенсифікація процесів вільнорадикального окиснення, що призводить до посилення ПОЛ, окисної модифікації білків, інактивації ферментів, пошкодження нуклеїнових кислот [28, 55, 314]. 

Активація ПОЛ є однією з основних причин пошкодження і загибелі клітини внаслідок дії АФО [50]. Пероксидація ліпідів – це пошкодження карбон-карбонових подвійних зв’язків [152], що може бути причиною порушення цілісності та властивостей біологічних мембран. Це типова ланцюгова реакція, яка ініціюється гідроксил-радикалом, синглетним киснем та каталізується іонами перехідних металів [50].
Внаслідок окиснювального розпаду ліпідних гідропероксидів утворюються високолабільні продукти ПОЛ – жирнокислотні фрагменти, які містять пероксидні, епоксидні, альдегідні і кетонні групи, кон’юговані дієни, альдегіди (малоновий диальдегід), акролеїн, вуглеводні (пентан, етан) та інші продукти. Їх вміст у клітині є відносно високим та характерний тривалий час існування, що призводить до окиснення ними практично будь-яких макромолекул у клітині [41, 134, 178].
Однак процеси ПОЛ не є виключно деструктивним процесом. Вони є невід’ємною ланкою таких важливих біологічних процесів як модифікація білків, транспорт електронів у дихальному ланцюзі, синтез простагландинів і лейкотрієнів, проліферація і диференціація клітин, метаболізм і синтез катехоламінів, деяких ксенобіотиків, фагоцитоз [21, 232].
За фізіологічної норми в живих системах існує динамічна рівновага між вмістом прооксидантів, які стимулюють процеси вільнорадикального окиснення біополімерів, та активністю антиоксидантних систем. Оскільки, АФО є високореакційноздатними, їх вміст у клітинах повинен підтримуватися на певному рівні, необхідному для забезпечення життєвоважливих метаболічних процесів у клітині. Це здійснюється за рахунок функціонування багатокомпонентної антиоксидантної системи, яка відіграє ключову роль у виживанні прокаріотичних та еукаріотичних організмів [234].
З точки зору механізму дії, АОС можна розглядати як систему, яка проявляє специфічну і неспецифічну антиоксидантну активність. Дія специфічної АОС спрямована безпосередньо на зниження рівня оксидантів у тканинах, шляхом прямого руйнування і зв’язування АФО або утворених радикалів, що призводить до обриву ланцюгів вільнорадикальних реакцій. У залежності від характеру дії виділяють ензиматичні (переважно внутрішньоклітинні) та неензиматичні (внутрішньо- та позаклітинні) компоненти специфічної АОС [134, 153, 178].
До ензиматичних компонентів відносять супероксиддисмутазу, каталазу, глутатіонпероксидазу, редуктази, глутатіон-S-трансферази, ряд тіол-специфічних ензимів, метіонінсульфоксидредуктази та тіоредоксинредуктази. Неензиматична АОС включає велику, дуже різноманітну за своєю хімічною будовою групу сполук, які безпосередньо нейтралізують АФО або опосередковано запобігають їх генерації. Сюди належать глутатіон, цистеїн, аскорбат (водорозчинні) та гідрофобні – α-токоферол, вітамін А, каротиноїди, убіхінони, вітаміни групи К [7].
Ключовими ензимами в антиоксидантному захисті (АОЗ) організму є СОД, КАТ та ГПО [104]. Головним регулятором експресії генів цих антиоксидантних ензимів є ядерний транскрипційний фактор Nrf2 [197].

Супероксиддисмутаза (СОД, супероксид: супероксид – оксидоредуктаза; EC 1.15.1.1) – ключовий ензим АОЗ, який бере участь в обриві ланцюгів вільнорадикальних процесів на початку їх зародження на стадії одно-електронного відновлення кисню з утворенням супероксидного аніон-радикалу. СОД каталізує дисмутацію супероксидного аніон-радикалу, де кінцевим продуктом є пероксид гідрогену [115, 127, 195, 234, 295]:

2О2•- + 2Н+→Н2О2+О2
Виділено декілька ізоферментних форм СОД. Мідь/цинк-залежна СОД (Cu/ZnСОД, СОД1) є найбільш поширеною і добре вивченою. Вона присутня в еукаріотичних клітинах (ядро, цитоплазматичний матрикс, пероксисоми, міжмембранний просвіт мітохондрій) і чутлива до дії ціанідів [215]. Цей білок є гомодимером з молекулярною масою 32,5 кДа. Манган-залежна СОД (MnСОД) є ціанідрезистента форма і локалізується, в основному, в матриксі мітохондрій і хлоропластів еукаріот. Це є тетрамер, який містить іон мангану в ділянці активного центру, її молекулярна маса 86–88 кДа. Ця форма СОД дисмутує О2•-, який утворився в результаті функціонування системи тканинного дихання. Виділяють ще одну ізоформу СОД – ферум-залежний ензим (FeСОД), що переважає в цитозолі, хлоропластах або мітохондріях прокаріотів [127, 234, 295]. FeСОД – це димер з молекулярною масою 41 кДа, в ділянці активного центру основне місце займає залізо. У міжклітинному просторі виявлена екстрацелюлярна СОД (ECСОД, 135 кДа), яка складається із 4-х субодиниць. Цей Cu, Zn-вмісний глікопротеїн знайдений в екстрацелюлярних рідинах або в складі мембран ссавців [195]. Порівняння амінокислотної послідовності СОД з клітин різних організмів вказує на високу ступінь консервативності структури. Крім того, СОД характеризується надзвичайною структурною стабільністю і є одним з найбільш термостабільних глобулярних білків [195].

Каталаза (гідроген пероксид: гідроген пероксид – оксидоредуктаза; EC 1.11.1.6) – тетрамерний гемвмісний протеїн, який каталізує реакцію розщеплення H2O2. Розкладання пероксид гідрогену здійснюється у двох реакціях [49]:

Каталаза-Fe3++ Н2О2 → (окиснена каталаза)
(окиснена каталаза) + Н2O2 → Каталаза-Fe3+ +2H2O + О2
В окисненому стані КАТ може проявляти пероксидазну активність та окиснювати спирти і альдегіди. Цей ензим є хромопротеїном з молекулярною масою 250 кДа, його простетична група представлена окисненим гемом. Каталаза міститься в більшості аеробних клітин та локалізована в пероксисомах (80 %) і цитоплазмі (20 %). Невелика її кількість може бути присутня в лізосомах і мітохондріях [55]. КАТ відноситься до внутрішньоклітинних ензимів та через велику молекулярну масу погано проникає в зовнішньоклітинне середовище, де може швидко піддатися протеолітичному розщепленню [127, 234].
Глутатіонпероксидаза (ГПО, глутатіон: гідроген пероксид – оксидоредуктаза; EC 1.11.1.9) є тетрамерним глікопротеїном з молекулярною масою приблизно 80 кДа, кожна субодиниця містить 1 атом селену в складі селеноцистеїну [55].
Ензим локалізований, в основному, в цитоплазмі в мілімолярних кількостях, а також присутній в матриксі мітохондрій [234]. Ідентифіковано вісім ізоформ ГПО в людини. Найбільш поширеним ізозимом є ГПО1, який каталізує перетворення пероксиду гідрогену та локалізований в цитоплазмі. У більшості клітин ссавців експресується ГПО4, що руйнує гідропероксиди ліпідів. До позаклітинних ензимів, що експресуються в кишечнику та плазмі, відносять ГПО2 та ГПО3, відповідно [259].
ГПО, використовуючи відновлену форму глутатіону як субстрат, ефективно перетворює не лише пероксид гідрогену, але і органічні гідропероксидні сполуки, включаючи гідропероксиди поліненасичених жирних кислот відповідно до води та гідроксипохідного [45, 295]:
2G–SH+ROOH → G–SS–G+ROH+2H2O,

2G–SH+H2O2 → G–SS–G+2H2O.

При певних умовах її роль в знешкодженні пероксиду гідрогену в тканинах значно більша, ніж каталази, оскільки її дія обмежена пероксисомами. ГПО має більшу спорідненість до пероксиду гідрогену, що визначає її провідну роль в метаболізмі Н2О2 при більш низьких фізіологічних концентраціях каталази, наприклад, в мозку, серці, легенях, де активність КАТ низька [183]. В умовах оксидативного стресу, коли різко зростає концентрація пероксиду гідрогену, ключова роль в його руйнуванні належить каталазі [40].

Активність і стабільність ключових ензимів АОЗ взаємопов’язані. СОД, КАТ, ГПО інактивуються одним із продуктів їх ферментативної реакції [285]. Узгоджена дія цих ензимів є необхідною для захисту від інактивуючого впливу утворених АФО [171]. Так, СОД, руйнуючи О2•-, захищає каталазу від його інактивуючої дії, при цьому знижує ймовірність відновлення Fе3+ і можливість утворення ОН•, який служить прооксидантом ПОЛ [55]. А продукти ПОЛ є потенційними інгібіторами ГПО [126]. КАТ і ГПО «охороняють» СОД від інактивації, розкладаючи Н2О2. Таким чином, лише при умові збереження активності і стабільності всіх компонентів, ферментативна АОС здатна забезпечити ефективний захист організму від токсичної дії АФО [55].
Стан прооксидантно-антиоксидантної системи зазнає суттєвих змін за впливу різних чинників та патологічних станів. Зокрема, це дія різноманітних фармакологічних препаратів [83, 84], різного типу радіації [40, 41], лазерного випромінювання [205], синього та зеленого світла, отриманих за допомогою світлодіодів [23, 24], а в останні роки і ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон [181, 209, 276, 294].

Встановлено, що ЕМП викликає зростання вмісту вільних радикалів у клітинах [177]. Дослідження на тваринах in vivo показали, що оксидативний стрес розвивається у відповідь на ЕМВ радіодіапазону [106, 123, 208, 212, 254, 258, 263, 271, 272, 294]. РЧ ЕМВ може порушувати метаболізм АФО за рахунок збільшення їх кількості, або зменшення активності ферментів АОЗ [128].
Відома низка робіт, присвячених дослідженню впливу ЕМВ радіодіапазону на вільнорадикальні процеси [96, 106, 146, 148, 206, 209, 258, 272, 290, 294]. При опроміненні лабораторних щурів ЕМВ з частотою 900 МГц, SAR = 0,016 Вт/кг протягом 10 днів по 30 хв, спостерігалося достовірне збільшення вмісту малонового диальдегіду (МДА) та оксиду азоту (NO) в тканинах нирок, на фоні достовірного зниження активності СОД, КАТ і ГПО [274]. Аналогічні зміни відмічено і в тканинах міокарда – вміст МДА і NO збільшувався, а активність СОД, КАТ і ГПО знизилася [275]. Достовірне збільшення вмісту МДА і карбонільних груп у складі білкових молекул тканин головного мозку щурів спостерігається за впливу ЕМВ радіодіапазону (SAR = 0,043–0,135 Вт/кг) протягом 20-, 40- і 60-ти днів [297]. 

Встановлено достовірне зниження активності СОД та збільшення вмісту NO у 2 рази в плазмі крові кроликів, опромінених мікрохвильовим випромінюванням стандарту GSM (0,02 мВт/см2, по 30 хвилин на день, протягом 7 днів) [200].
Одногодинне опромінення зразків сперми здорових чоловіків мобільним телефоном стандарту GSM-850 МГц у режимі голосового зв’язку, призводило до достовірного збільшення рівня АФО і зниження загальної антиоксидантної ємності сперми, на фоні зниження їх життєздатності та рухливості [96].
Дія радіовипромінювання стандарту GSM 900 МГц з інтенсивністю 0,25 мкВт/см2 на перепелині ембріони спричиняє виражений прооксидантний ефект у тканинах печінки, серця, мозку впродовж усього періоду дослідження (38 годин – 10 діб розвитку). Зокрема, відмічено зростання рівня супероксидних радикалів та оксиду азоту в гомогенатах тканин опромінених ембріонів, порівняно з контролем. Радіоопромінення перепелиних зародків призвело до істотного зростання рівня пероксидів ліпідів та 8-гідрокси-2'-дезоксигуанозину (8-oxo-dG) в клітинах [128]. Встановлено також і зміни активності ензимів АОС. Так, відбувалось достовірне зниження активності СОД, КАТ та зростання вмісту церулоплазміну в тканинах опромінених ембріонів [128].
Зміна вмісту АФО в клітинах тварин і рослин під дією нетеплових мікрохвиль різної інтенсивності автоматично ставить питання про можливі механізми досліджуваного впливу. Адже відомо, що серед основних метаболічних шляхів генерації АФО в клітинах є мітохондріальна система генерації супероксидного аніон-радикалу [199, 240] та мембранні НАДФН-оксидазні системи [174, 298].

Причетність мітохондріального шляху генерації АФО до біологічних ефектів мікрохвильового випромінювання була встановлена на моделі сперміїв людини [148]. Їх опромінення in vitro ЕМВ з частотою 1,8 ГГц, в діапазоні SAR від 0,4 до 27,5 Вт/кг, протягом 16 годин, призводило до достовірного збільшення вмісту АФО як у цитоплазмі, так і в мітохондріях сперміїв. При цьому спостерігали істотне збільшення вмісту АФО при рівні SAR 1 Вт/кг, що не залежало від термічного впливу випромінювання на спермії [148].

Участь НАДФН-оксидази в біологічних ефектах ЕМВ радіодіапазону було встановлено на моделях культур клітин (Rat1 і HeLa) при використанні інгібіторів сигнальних клітинних шляхів [164]. При цьому використовували ЕМВ з частотою 875 МГц, інтенсивністю 0,07 мВт/см2 і виявили, що першим кроком у взаємодії випромінювання з клітинними структурами є активація НАДФН-оксидази, яка швидко (протягом декількох хвилин) генерує АФО у відповідь на опромінення. При 4-годинному опроміненні була виявлена 2-3 кратна активація стрес-залежного каскаду кіназ p38MAРKs, що не проявлялася за умов меншої тривалості ЕМВ. Активація кіназ p38MAРK була продемонстрована раніше при 1-годинному впливі випромінювання стандарту GSM-900 МГц на культурі ендотеліальних клітин людини [229].

1.3. Функціонування Na+, K+–АТФ-ази зародків протягом ембріогенезу
Плазматична мембрана відіграє провідну роль в регулюванні іонного гомеостазу клітини, поділі ембріональних клітин, а також є центром морфогенетичних процесів раннього розвитку, відмінна риса яких – періодичність подій, пов’язаних з іонними потоками і формуванням іонних градієнтів [166]. Рівень електричного потенціалу мембрани має суттєве значення в регулюванні процесів проліферації, а пізніше – і в диференціації клітини [13, 299].

Зміни іонного гомеостазу Na+ та K+ спричиняють підвищену проліферацію клітин [25], але також і є тригером апоптозу. Вважають, що іон-транспортні системи (в тому числі і Na+, K+–АТФ-аза) опосередковано беруть участь в регуляції експресії генів, клітинного росту і проліферації [318, 320].

Коливання активності Na+, K+–АТФ-ази в клітинних циклах бластомерів, що синхронно дробляться мають суттєвий внесок у рівень трансмембранного потенціалу [13, 53, 77]. Встановлено, що в зародків Xenopus laevis, а також у зародків аксолотля відбувається поступове (на 10–20 % протягом клітинного циклу) зменшення концентрації іонів натрію і незначне (на 5–10 %) збільшення концентрації іонів калію [76]. Дещо інші результати одержані під час вивчення зародків риб [6]. З’ясовано, що протягом періоду дроблення бластомерів концентрація натрію в цитоплазмі стала, а концентрація іонів калію поступово збільшується. У амфібій і риб упродовж ембріогенезу збільшується співвідношення K+/Na+ в цитоплазмі, однак механізми реалізації цієї зміни, очевидно, відрізняються [76]. Така зміна співвідношення концентрації одновалентних катіонів на користь калію може визначити гіперполяризацію мембрани в процесі розвитку.

Енергозалежний транспорт іонів Na+ та K+ здійснює Na+, K+ – активована аденозинтрифосфатаза, або Na+, K+ – активована, Mg2+-залежна АТФ-аза. Це є інтегральний білок плазматичних мембран клітин еукаріот, який виконує і тим самим забезпечує підтримання електрохімічного градієнту та осмотичного потенціалу одновалентних іонів у клітині, що є необхідною умовою їх функціонування [15, 62]. У зв’язку з цим, ензим відіграє ключову роль в реалізації багаточисленних клітинних функцій і процесів, які залежать від наявності іонних градієнтів [15].
На відміну від інших АТФ-аз Р-типу, Na+, K+–АТФ-аза поєднує в одній молекулі, разом з транспортно-гідролітичною і рецепторну функцію, специфічно взаємодіючи з екзогенними інгібіторами – серцевими глікозидами або їх ендогенними аналогами [32, 308]. Кардіоактивний стероїд оуабаїн належить до високоселективного інгібітора Na+, K+–АТФ-ази. Оуабаїн зв’язується з ензимом із зовнішнього боку цитоплазматичної мембрани. Вважають, що оуабаїн блокує ензим у конформації Р-Е2, гальмуючи в такий спосіб перехід ензиму в інший конформаційний стан Р-Е1 [308].
Встановлено, що на активність Na+, K+–АТФ-ази та її функціональні властивості впливають як екзогенні, так і ендогенні фактори (рН, температура, концентрація АТФ, катіони Mg2+) [204]. Такі чинники впливають на ензим як на рівні самого каталітичного циклу, так і на організацію АТФ-ази. Іони Mg2+ сприяють зв’язуванню оуабаїну та ванадату з молекулою ферменту. Внутрішньоклітинне співвідношення [АТФ]/[АДФ] розглядають як пусковий механізм роботи Na+, K+–помпи. Зміни активності Na+, K+–АТФ-ази можуть залежати як від внутрішньоклітинної, так і зовнішньоклітинної концентрації Nа+. Довготривала регуляція, обумовлена збільшенням синтезу α- і β-субодиниць Na+, K+–АТФ-ази, спостерігається у деяких видах тканин під дією таких гормонів як альдостерон (ниркові канальці) [161], тироксин (стимулює активність Na+, K+–АТФ-ази у багатьох типах тканин) [161, 162]. До регуляторів ферментативної активності Na+, K+–АТФ-ази відносять протеїнкіназу С та цАМФ-залежну протеїнкіназу (протеїнкіназа А). Фосфорилювання Na+, K+–помпи протеїнкіназою С призводить до інгібування її активності. Фосфорилювання АТФ-гідролази протеїнкіназою А спричиняє, залежно від умов, пригнічення, активування чи відсутність дії цього ферменту [196].
Протягом оогенезу в’юна відбувається зниження АТФазної активності та збільшення вмісту АТФ [61]. Клітинний поділ також супроводжується зміною показників внутрішньоклітинних концентрацій іонів Na+, K+, Са2+ [138, 202], відбуваються періодичні коливання електричних параметрів, мембранного потенціалу й опору [9]. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна змінюється протягом клітинного поділу бластомерів. Встановлено, що вона є максимальною в інтерфазі клітинного циклу, а зменшується під час мітозу [15, 53]. Подібні зміни активності Na+, K+–АТФ-ази відбуваються протягом раннього розвитку зародків морських їжаків Strongylocentrotus purpuratus i Litechinus pictus [228]. 
Дослідження роботи Na+, K+–АТФ-ази на зародках морських їжаків [228] показало, що активність цього ферменту для незаплідненої яйцеклітини та при заплідненні залишаються на одному рівні, а швидке збільшення активності Na+, K+–АТФ-ази відбувається від стадії бластули до стадії ранньої гаструли. Проте активність оуабаїнчутливої ATФ-ази залишається незмінною до стадії вилуплення. Подібні зміни Na+, K+–АТФ-азної активності до стадії ранньої гаструли описано і для іншого виду морського їжака Hemicentrotus pulcherrimus [255].
Встановлено, що зміни активності Na+, K+–АТФ-ази жаби Bufo marinus протягом клітинного циклу пов’язані зі змінами білок/ліпідного складу новоутвореної плазматичної мембрани [47]. Зміни іонного гомеостазу запускають метаболічні процеси в ядрі та цитоплазмі зигот і зародків [25]. Електрофізіологічні дослідження свідчать про схожість плазматичної мембрани ооцитів і диференційованих клітин, що пояснюється наявністю в них подібних структур і властивостей [241].

Зміна ліпідного мікрооточення внаслідок процесів пероксидного окиснення ліпідів може бути причиною зміни активності мембранозв’язаних ферментів [109, 124, 222]. Встановлено, що Na+, K+–АТФ-аза є чутливою до АФО і безпосередньо бере участь в оксидативному стресі [103, 222]. Низкою досліджень з’ясовано, що фермент характеризується різною чутливістю до окисників: АТФ-аза є стійкою до дії супероксид-аніона, відносно стійкою до пероксиду гідрогену, але дуже чутливою до гідроксильного радикала [103, 124, 222]. В результаті дії вільних радикалів, Na+, K+–АТФ-аза уповільнює активний транспорт іонів і втрачає гідролітичну активність [196].
Припускають, що зміни білок-ліпідного складу плазматичної мембрани спричиняють коливання активності Na+, K+–АТФ-ази протягом клітинного циклу [92, 317]. Процеси вільнорадикального окиснення зумовлюють виникнення в клітині оксидативного стресу, що стимулює продукування АФО та вільних радикалів, які мають властивість пошкоджувати мембранні ліпіди і білки. Зміни властивостей мембранних білків та ліпідів, котрі здатні обумовлювати зниження деформаційних можливостей клітини, зменшення мікров’язкості мембран, зумовлюють підвищення активності фермента Na+, K+–АТФ-ази. Зниження його активності поєднується з підсиленням взаємозв’язку цитоскелет–мембрана, збільшенням фрагмента інтегрального білка [46].
Наведені вище факти підтверджують те, що зміни Nа+, К+–АТФ-азної активності мембран характеризуються періодичністю і тісно пов’язані з метаболічними процесами, які відбуваються в клітинах. При патологічних станах організму, що спричинені зміною інтенсивності процесів пероксидного окиснення, відбувається пошкодження структури та функціонування Na+, K+–АТФ-ази.

Отже, процеси, що відбуваються в клітині протягом ембріогенезу, у свою чергу є результатом взаємопов’язаних змін концентраційних іонних градієнтів, канальної провідності, активного та спряженого іонного транспорту, процесів пероксидного окиснення ліпідів і функціонування ферментів антиоксидантної системи.
Аналіз літературних даних свідчить про безумовну причетність впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на стан прооксидантно-антиоксидантної та транспортних систем живих об’єктів. Це, у свою чергу, підтверджує доцільність дослідження ефектів впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон на вищезазначені системи зародків в’юна з метою встановлення механізмів його дії та можливого перегляду нормативних актів, що стосуються електромагнітної безпеки.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
2.1. Характеристика об’єкту досліджень
Об’єктом досліджень були зародки прісноводної риби в’юна Misgurnus fossilis L. В’юн широко використовується при дослідженні ряду проблем сучасної біології розвитку, в тому числі в ембріологічних, біохімічних, біофізичних, цитологічних та інших дослідженнях [39, 165].

Відомо, що зародки в’юна Misgurnus fossіlis L., у період ембріогенезу, є адекватною тест-системою для дослідження впливу різноманітних фізико-хімічних чинників на живі організми. Для цього об’єкту характерна відносно коротка тривалість періоду ембріогенезу, легкість отримання статевих продуктів і відсутність труднощів в утриманні в лабораторних умовах [5, 165].

Запліднення у в’юна зовнішнє, моноспермне. У перші секунди після запліднення жовткова оболонка відділяється від поверхні яйця і утворює перивітеліновий простір. Одночасно розпочинається стягування цитоплазми до анімального полюса яйця й утворення цитоплазматичного горбика. Шар цитоплазми оточує жовток, а тонкі її тяжі пронизують жовток та утворюють всередині нього сітку [165]. Після відділення оболонки і утворення перивітелінового простору, діаметр заплідненого яйця дорівнює 1,69 мм [160], а діаметр власне яйця (без оболонки) 1,1–1,3 мм. Висота бластодиска становить 0,35–0,45 мм [165].

Для експерименту яйцеклітини і зародки в’юна отримували і запліднювали за методом Нейфаха [60]. У лабораторних умовах риб утримували в холодильнику при температурі +4 – +5 °С. Для отримання ікри самкам внутрішньом’язово вводили хоріонічний гонадотропін (500 міжнародних одиниць) за 36 годин до проведення експерименту [14, 94]. Овуляція відбувалася через 36–40 годин при температурі +19 – +20 °С. Самця декапітували, сім’яники подрібнювали і заливали відстояною водопровідною водою. Запліднення ікри проводили в чашках Петрі, додаючи суспензію сперміїв [9]. Потім запліднену ікру через 5–10 хв відмивали від сперміїв та інкубували при температурі +21 – +22 °С у розчині Гольтфретера – фізіологічному розчині для холоднокровних тварин, хімічний склад якого представлений у таблиці 1 (дод. А) [13]. Стадії розвитку контролювали візуально під бінокулярним мікроскопом МБС–9.

Перші 2 бластомери утворюються після одногодинної інкубації зародків при температурі 21,5 °С, а борозна першого поділу проходить меридіально [165]. У подальшому вік зародків вимірюється величиною τо – умовних одиниць «Детлаф» [8]. Величина τо  – тривалість одного мітотичного циклу в період синхронних поділів бластомерів, що становить 31±2 хв. Через півтори години після запліднення зародки представлені 4 бластомерами, борозна другого поділу проходить теж меридіально, але перпендикулярно борозні першого. Через 2 години зародки мають 8 бластомерів, а через 2,5 годин – 16, ці борозни проходять меридіально і перпендикулярно попереднім. Через 3 години зародки представлені 32 бластомерами, але борозна п’ятого поділу проходить паралельно екватору жовтка. На анімальному полюсі утворюється «шапочка» (бластодиск), клітини якої ще не відділені від жовтка мембранами [165, 256]. 
Через 3 год після запліднення клітини нижнього шару торкаються жовтка безпосередньо своєю базальною частиною, а верхні – оточені з усіх боків плазматичними мембранами. Вперше з’являються якісні відмінності між бластомерами [94]. На наступній стадії дроблення зародок має 64 бластомери, які розташовані 2–3 шарами. Через 4 год після запліднення зародки мають 128 бластомерів, через 5 год – 512 бластомерів, що утворюють морулу. Після цієї стадії поділу відбувається десинхронізація каріокінезу в різних клітинах. Через 6 годин після запліднення починається асинхронний поділ ядер, падає мітотичний індекс, починається інтенсивний синтез РНК та морфогенетична функція ядер [165, 256]. Саме ця стадія розвитку (1024 бластомери) була останньою в наших дослідженнях.

2.2. Опромінення зародків в’юна
Дослідження проводили на зародках прісноводної риби в’юна Misgurnus fossilis L. через 60, 150, 210, 270 і 330 хв після запліднення яйцеклітин. Використовували зародки під час стадій, які 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. Одна група була піддана опроміненню, друга слугувала контролем. Контрольні і дослідні групи зародків розвивались в різних чашках Петрі в один і той же самий час.
Як джерело електромагнітних хвиль 900 МГц GSM використовували мобільні телефони (Nokia 5230, Sony Ericsson K750i), 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 (екраном вниз так, щоб антена розташовувалась посередині чашки Петрі) (рис. 2.1).
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Рис. 2.1. Схема опромінення зародків в’юна мобільним телефоном.
Для оцінки рівня випромінювання використовували потужність поглинутої дози опромінення (Specific Absorption Rate – SAR), який є показником шкідливого впливу ЕМВ мобільних телефонів. Згідно з паспортом телефону, значення SAR для Nokia 5230 становить 1,1 Вт/кг, а для Sony Ericsson К750і – 0,99 Вт/кг. Інтенсивність ЕМВ мобільного телефону вимірювали за допомогою приладу для вимірювання густини потоку енергії електромагнітного поля “ПЗ-ЗЗМ” (НТМ-Защита, Россия). Густина потоку електромагнітної енергії (ГПЕ) мобільного телефона для моделі Nokia 5230 (режим розмови) становить 6,9 мкВт/см2, Nokia 5230 (режим очікування) – 1,7 мкВт/см2, а для моделі Sony Ericsson К750і – 30,1 мкВт/см2. Отримані зиготи опромінювали одноразово, відразу після запліднення, протягом 1; 5; 10 та 20 хв. Схема досліду представлена на рис. 2.2.
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Рис. 2.2. Схема проведення досліду.
Дослідження проводили в три етапи, одну групу зародків піддавали опроміненню на частотах мобільного зв’язку в режимі розмови (Nokia 5230, SAR=1,1 Вт/кг, ГПЕ=6,9 мкВт/см2), другу – в режимі очікування (Nokia 5230, SAR=1,1 Вт/кг, ГПЕ=1,7 мкВт/см2), а третю – в режимі розмови (Sony Ericsson К750і, SAR=0,99 Вт/кг, ГПЕ=30,1 мкВт/см2), одразу після запліднення (рис. 2.2). Зародки в’юна інкубували та утримували в розчині Гольтфретера. Відбір зразків для отримання гомогенатів та фракцій плазматичних мембран здійснювали на досліджуваних стадіях розвитку зародків в’юна.
2.3. Визначення концентрації протеїну за методом Лоурі

Концентрацію білка визначали згідно зі загальноприйнятим методом Лоурі, що ґрунтується на визначені інтенсивності забарвлення, яке дає розчин білка в кольорових реакціях – біуретовій і реакції Фоліна [242]. Результат виражали у мкг протеїну на 1 мкл.

2.4. Методи дослідження вмісту первинних та вторинних продуктів пероксидного окиснення ліпідів

2.4.1. Визначення вмісту гідропероксидів ліпідів. Вміст гідропероксидів ліпідів у гомогенаті зародків в’юна визначали за методом, принцип якого полягає в осадженні протеїну трихлороцтовою кислотою (ТХО) з наступним внесенням у середовище тіоціанату амонію [1]. До 0,2 мл гомогенату тканини додавали 2,8 мл етанолу та 0,05 мл 50 %-го розчину ТХО і струшували протягом 5 хв. Відбирали 1,5 мл супернатанту і до нього додавали 1,2 мл етанолу, 0,02 мл концентрованої НCl, 0,03 мл 1 %-го розчину солі Мора в 3 %-му розчині НCl, струшували і через 30 с додавали 0,2 мл 20 %-го розчину тіоціанату амонію. Абсорбцію вимірювали при λ=480 нм. Вміст гідропероксидів ліпідів визначали за різницею між дослідним зразком і контролем, в який замість гомогенату зародків додавали відповідну кількість дистильованої води. Концентрацію гідропероксидів ліпідів виражали в умовних одиницях на 1 мг білка (ум. од./мг білка).

2.4.2. Визначення вмісту ТБК-позитивних продуктів. До 0,1 мл гомогенату зародків (розведення 1:1) додавали 3 мл 10 мМ К, Na-фосфатного буфера, приготованого на 125 мМ КCl (рН 7,4) та 0,5 мл 1 мМ КMnO4. У цій пробі індукували ПОЛ внесенням 0,5 мл 10 мМ FeSO4 двічі з інтервалом 10 хв. Через 5 хв зупиняли реакцію додаванням 1 мл 20 % ТХО та центрифугували. До 2 мл супернатанту додавали 0,5 мл 1н HCl та 1 мл 0,7 мМ тіобарбітурової кислоти (ТБК) та інкубували на водяній бані при температурі 100 °С протягом 20 хвилин. Опісля пробу охолоджували та вносили 3 мл бутанолу, ретельно перемішували та центрифугували 10 хв при 1500 об./хв.
Світлопропускання проби вимірювали при λ=532 нм [85] у верхньому бутаноловому шарі, вміст ТБК-позитивних продуктів розраховували за наступною формулою:


[image: image4.wmf][

]

C

V

V

V

E

ПП

ТБК

×

×

×

×

=

-

3

2

1

e



 EMBED Equation.3  [image: image5.wmf], де

Е – екстинкція проби; V1 – об’єм бутанолу; V2 – об’єм проби; V3 – об’єм отриманого супернатанту; 
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– мілімолярний коефіцієнт екстинкції комплексу малонового диальдегіду з ТБК (156 см2/мкмоль); C – концентрація білка, мг/мл.

Отримані результати виражали в мкмоль на 1 мг білка.
2.5. Методи дослідження активності ензимів антиоксидантної системи зародків в’юна 
2.5.1. Визначення активності супероксиддисмутази. Активність СОД [38] вимірювали, додаючи в дослідну пробу 1 мл реактиву С, який містив рівні об’єми 0,08 мМ ЕДТА та 0,1 М фосфатного буферу (рН 7,8), доведеного до рН≥10 ТЕМЕДом; 2,3 мл дистильованої Н2О; 0,1 мл гомогенату (розведеного 1:100) та 0,1 мл 1,4 мкМ кверцетину, приготованого на диметилсульфоксиді та розведеного в гарячій дистильованій воді у відношенні 1:10. Контрольна проба містила 1 мл реактиву С, 2,4 мл дистильованої Н2О, 0,1 мл кверцетину [38]. Вимірювання проводили на спектрофотометрі при λ=406 нм відразу після додавання кверцетину та через 20 хв. 

Розрахунок здійснювали за формулою:
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АСОД – активність супероксиддисмутази; 
D’= Eк вих. «0» момент – Едослід 20 хв; D’’ = Едосл «0»  – Едосл 20 хв; D’ – значення оптичної густини.
Активність супероксиддисмутази виражали в од. акт./мг білка ∙ хв.
2.5.2. Визначення активності каталази. Активність КАТ [37] визначали після додавання до 100 мкл гомогенату 2 мл 0,03 % розчину Н2О2. Через 10 хв реакцію зупиняли внесенням 1 мл 0,25 н Н2SO4 та 1 мл розчину молiбдату амонiю. Готували також холосту пробу, яка містила 2 мл Н2О2 та 1 мл розчину 4 % молiбдату амонію, приготованого на 0,025 н H2SO4. Через 10 хв у цю пробу вносили 1 мл 0,25 н H2SO4 та 100 мкл гомогенату.

Проби осаджували центрифугуванням упродовж 10 хв при 10 000 об./хв. Інтенсивність забарвлення проб, основою якого є кількість утвореного комплексу Н2О2 з молібдатом амонію, визначали спектрофотометруванням при довжині хвилі 410 нм.

Активність каталази розраховували за формулою:
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АКАТ – активність каталази; ΔЕ – різниця екстинкції холостої та дослідної проб; V –об’єм реакційної суміші в кюветі; n – розведення вихідного екстракту; 
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– молярний коефіцієнт екстинкції комплексу Н2О2 з молібдатом амонію рівний 22200 М-1(см-1, в розрахунках використовували значення мілімолярного коєфіцієнта екстинкції 22,2 см2/мкмоль; С – концентрація білка, мг/мл; t – час реакції (10 хв); α – об’єм зразка, мл; l – довжина оптичного шляху.
Отримані результати виражали в нмоль Н2О2/хв · мг білка.

2.5.3. Визначення активності глутатіонпероксидази. Для визначення активності ГПО 100 мкл гомогенату інкубували при 37 °С протягом 10 хвилин з 830 мкл 0,1 М буферу трис-HCl (рН 8,5), який містив 6 мМ ЕДТА, 12 мМ азиду натрію (NaN3) і 4,8 мМ G–SH. Після цього до проб додавали  70 мкл 20 мМ гідропероксиду трет-бутилу та інкубували протягом 5 хв. Реакцію зупиняли внесенням 20 % розчину ТХО. Проби центрифугували при 8 000 об./хв. До 100 мкл супернатанту додавали аналогічний об’єм реактиву Елмана (0,01 М розчин 5,5'-дитіобіс-2-нітробензойної кислоти на метанолі) та 2 мл 0,1 М буферу трис-HCl (рН 8,5), все інкубували 5 хв, після чого вимірювали світлопропускання при λ=412 нм [57]. 

Контрольну пробу отримували шляхом додаванням всіх компонентів, але депротеїнізацію проводили без преінкубації гомогенату з трис-HCl буфером.

Із урахуванням розведення біологічного матеріалу в даній методиці і коефіцієнта молярної екстикції тіонітрофенольного аніону при 412 нм – 11400, розраховували активність ГПО в мкМ використаного в реакції субстрату за формулою [57]:
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АГПО – активність глутатіонпероксидази; ΔЕ – різниця екстинції за час реакції; α – об’єм трис-HCl буфера, гідропероксид трет-бутилу, розчину ТХО; b – об’єм супернатанту, трис-HCl буфера та реактиву Елмана; 
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 – молярний коефіцієнт екстинкції тіонінтрофенільного аніона, дорівнює 11400 М-1·см-1, у розрахунках використовували мілімолярний коефіцієнт екстинкції, виражений як 11,4 см2/мкмоль; Vгомогенату – об’єм зразка (100 мкл); Vsuper – об’єм супернатанту (20 мкл); С – концентрація білка, мг/мл; t – час реакції; l – довжина оптичного шляху (1 см).

Отримані результати виражали в мкмоль G–SH/хв∙мг білка. 

2.6. Виділення і очищення бластодерм зародків в’юна
Виділення бластодерм із зародків та їх дисоціацію до ізольованих клітин проводили за методикою Бериташвили Д. Р. [6]. Ікру без оболонок попередньо відмивали декілька разів безкальцієвим розчином Стейнберга (5 мМ буфер трис-НСІ (рН 7,4), 120 мМ NaCl, 1,3 мМ КСІ, 2 мМ MgsO4×7H2O). Потім проби поміщали в центрифужні пробірки, в яких, попередньо, за допомогою нашарування, створювали градієнт сахарози: нижній шар має концентрацію 0,5 М, верхній – 1 М. У градієнті сахарози ікра занурюється на межі між шарами і в такому стані центрифугували 2–3 хв при 6500 g. Такої швидкості достатньо для того, щоб бластодерми відділилися від жовтка. Ізольовані бластодерми переміщуються у верхній шар сахарози, а жовток осаджується на дно пробірки. Ізоляти забирали із сахарози кінчиком піпетки і відмивали безкальцієвим розчином Стейнберга (у співвідношенні 1:10), і залишали відстоювати 5 хв і потім повторювали процедуру 2 рази [54].

Виділення гетерогенної фракції плазматичної мембрани із клітин зародків в’юна здійснювали при 0–4 °С [54]. Клітини, зібрані центрифугуванням при 100 g протягом 2 хв, суспендували в десятикратному об’ємі безкальцієвого розчину Стейнберга. Гомогенізацію проводили за допомогою гомогенізатора Поттера-Ельвенгейма в розчині, котрий містив 10 мМ трис-НСІ (рН 7,4), 5 мМ MgСІ2, 130 мМ КСІ (далі позначається як ТМК) до руйнування не менше 95 % клітин. До ТМК додавали сахарозу до кінцевої концентрації 40 % (густина 1,18) після чого суміш центрифугували 20 хв при 10 000 g. Надосадову рідину, в якій знаходилась гетерогенна фракція плазматичних мембран відбирали, а осад, котрий містив ядра та інші субклітинні компоненти з густиною вище 1,18 відкидали [54, 77].

Слід зазначити, що на вихід плазматичних мембран суттєвий вплив здійснював спосіб зберігання клітин зародків в’юна і режим їх обробки. Оптимальним є збереження ізольованих клітин не більше 12–14 годин у безкальцієвому розчині Стейнберга в холодильнику [48]. Після їх гомогенізації процес очищення мембран необхідно завершити в один день. Збереження клітин, гомогенату чи продуктів на проміжних етапах очищення суттєво понижує вихід мембран, який визначається по кількості білка. Очищені плазматичні мембрани можна зберігати при -20 – -70 °С тривалий час [165].

2.7. Методика дослідження активності Na+, K+ – активованої, Mg2+ -залежної АТФ-ази клітин зародків в’юна

Активність Na+, K+–активованої, Mg2+-залежної АТФ-ази зародкових мембран в’юна визначали за різницею активностей у відсутності оубаїна та при його додаванні.

У ході визначення використовували наступні реактиви:

· 3 мМ розчин АТФ – Na2 на 50 мМ буфері трис-НСІ (рН 7,4);
· 0,1 мМ розчин оубаїну на 50 мМ буфері трис-НСІ (рН 7,4);
· 10 % ТХО;

· ацетатний буфер (рН 4,5) – 1 М СН3СООNа + СН3СООН;
· 2 %-ий (NН4)2МоО4 в 0,05 н Н2 SО4 і 0,001 н СuSО4 ;
· 2 % аскорбінова кислота;

· стандартний розчин КН2РО4 (20 мкг Рі в 1 мл);

Зародки в’юна на різних стадіях розвитку гомогенізували за допомогою гомогенізатора Поттера-Ельвенгейма. Для відділення залишків зародкового жовтка, одержаний гомогенат центрифугували 15 хв при 1600 g. Одержані зразки розводили так, щоб в 0,1 мл проби вміст білка не перевищував 100–250 мкг. Перед початком експерименту аліквоти суспензії мембранного препарату переносили в стандартне середовище інкубації наступного складу (мМ): NaCl – 50,0; KCl –100,0; MgCl2 – 3,0; ЕГТА – 1,0; трис-НCl – 50,0 (рН 7,4; t=23оС). У пробірку вносили по 0,1 мл однієї і тієї ж проби, АТФ-гідролазну реакцію ініціювали додаванням 0,1 мл 3 мМ АТФ і доводили до 1 мл інкубаційним середовищем. Для оцінки кінетичних параметрів реакцію ініціювали додаванням АТФ у концентраціях 0,5; 1; 1,5; 2; та 2,5 мМ. В одну з контрольних пробірок додавали 0,1 мл 0,1 мМ розчину оуабаїну.
Для визначення Na+, K+–АТФ-азної активності супернатант інкубували при 23 °С 15 хв. Для припинення гідролізу й осадження білка в пробірки додавали 10 % ТХО (у співвідношенні 1:1). Для нейтралізації ТХО (рН 3,9–4,0) вносили 1,5 мл ацетатного буфера; потім додавали 0,2 мл 2 % молібдату амонію і 0,2 мл 2 % свіжоприготовленої аскорбінової кислоти. Проби перемішували і залишали при кімнатній температурі на 20 хв до утворення забарвлення. Величину екстинкції визначали на спектрофотометрі СФ-46 при довжині хвилі 700 нм. Вміст неорганічного фосфору (Рі) в зразку визначали по калібрувальній кривій за величиною екстинкції. Питому активність АТФ-ази мембран зародкових клітин виражали в мкмоль Рі  у перерахунку за год на 1 мг білка, розраховували за формулою [56]:
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Рі – вміст фосфору в пробі, знайдений по кривій; 
[image: image13.wmf]a

– вміст білка в пробі; М – молекулярна маса фосфору.

2.8. Статистична обробка результатів

Статистичну обробку результатів дослідження здійснювали за допомогою програми Microsoft Excel. Обчислення основних статистичних показників проводили за кількісними даними, отриманими в результаті досліджень (середнє арифметичне значення – М; стандартна похибка середнього арифметичного – m; середнє квадратичне відхилення – σ).

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. Для кожного з джерел ЕМВ (режим розмови Nokia 5230, Sony Ericsson K750i; режим очікування Nokia 5230) визначали відносні частки їхнього впливу за тривалості опромінення 1, 5, 10 та 20 хв, так і фактора часу розвитку (60, 150, 210, 270, 330 хв) на зміни вмісту продуктів ліпопероксидації, активність ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази на фоні дії чинників, які не враховували в експерименті. Для всіх серій аналізу Nt – кількість градацій за фактором часу розвитку зародків; Nr – кількість градацій за фактором тривалості опромінення. 

Схема дисперсійного аналізу була такою:

1) двофакторний дисперсійний аналіз для оцінки впливу кожного з джерел ЕМВ (перший досліджуваний чинник) певної тривалості на зміни досліджуваних показників на всіх зазначених вище стадіях розвитку зародків в’юна (другий досліджуваний чинник). Виконано по чотири серії двофакторного дисперсійного аналізу (контроль і певна тривалість опромінення) для кожного з джерела ЕМВ; Nr=2 (неопромінені та опромінені зародки), Nt=5 (п’ять стадій розвитку);
2) двофакторний дисперсійний аналіз впливу на зміни досліджуваних показників збільшення тривалості опромінення (чинник ЕМВ) і часу розвитку зародків (чинник часу). Виконано по одній серії аналізу для кожного з досліджуваних показників з урахуванням контролю; Nr=5, Nt=5.
Двофакторний дисперсійний аналіз виконували засобами Microsoft Excel, підпрограма з Аналізу даних (двофакторний дисперсійний аналіз без повторень), завдяки яким також оцінювали вірогідність отриманих результатів дослідження. (Критичні рівні значущості під час перевірки статистичних гіпотез у цьому дослідженні приймали такими, що дорівнюють 0,05; 0,01 та 0,001).
Обчислення кінетичних параметрів здійснювали за допомогою регресійного аналізу Microsoft Excel. Уявні кінетичні параметри – константу спорідненості до АТФ (Кm) та початкову максимальну швидкість реакції гідролізу АТФ, визначену за АТФ (Vmax), розраховували за методом Лайнуівера-Берка [35]. 
Рівняння прямої лінії, яке найкраще апроксимує дані, розраховували із використанням метода найменших квадратів. Параметри рівнянь (а, b) та коефіцієнт детермінації вказані в табл. 1–3 додатку Б. Достовірність розрахованих параметрів прямої перевіряли за F-критерієм Фішера: достовірною вважали апроксимацію за якої Р<0,05.
РОЗДІЛ 3

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ
3.1. Вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на інтенсивність процесів ліпопероксидації зародків в’юна впродовж ембріогенезу
Рівновага окисно-відновних процесів є основою нормального функціонування клітини. Вільнорадикальні процеси, зокрема ПОЛ, є одним із універсальних механізмів пошкодження біологічних мембран як в нормі, так і за умов будь-якої патології [44, 97, 106]. Ці процеси виступають фактором, що змінює структурну модифікацію та функції ліпідів, їхні властивості та транспорт речовин [18].
Відомо, що через 1,5 години після запліднення яйцеклітин в’юна зростають вільнорадикальні процеси, про що свідчить збільшення вмісту МДА [13, 84]. Ймовірно, це пов’язано з інтенсивним поділом бластомерів і мембраногенезом. Наступний пік зростання інтенсивності процесів ліпопероксидації припадає на 6-ту годину розвитку (1024 бластомери), що можливо пов’язано з десинхронізацією поділів зародкових клітин в’юна [13, 84].
Важливим є визначення інтенсивності пероксидного окиснення як показника стану ліпідів, який впливає на активність мембранозв’язаних ферментів, швидкість проліферації клітин і транспортні властивості мембран [55, 109]. Активацію процесів вільнорадикального окиснення ліпідів можна вважати однією з ключових ланок між стресовим впливом і реалізацією захисних реакцій організму [26]. 
Вміст гідропероксидів ліпідів та ТБК-позитивних продуктів – важливий показник інтенсивності процесів ліпопероксидації. Кількість цих сполук свідчить про ступінь впливу різних факторів на організм та його адаптаційну здатність [71, 74, 75]. Дослідження вмісту продуктів ПОЛ за впливу опромінення мобільними телефонами в різних режимах роботи, величинами ГПЕ та SAR, може бути інформативним і розширити уявлення про динамічний перебіг вільнорадикальних процесів у зародкових клітинах протягом раннього розвитку.

Тому вивчення процесів ліпопероксидації зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) було одним з етапів нашого дослідження.

Нами досліджено вміст гідропероксидів ліпідів, як первинних продуктів та вміст ТБК-позитивних продуктів, як вторинних продуктів ліпопероксидації.
Встановлено, що за впливу ЕМВ радіодіапазону вміст досліджених продуктів ПОЛ – гідропероксидів ліпідів та ТБК-позитивних продуктів змінювався в зародків в’юна протягом ембріогенезу (рис. 3.1–3.8). На стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів за впливу ЕМВ (6,9 мкВт/см2; SAR=0,99 Вт/кг) протягом 1 хв зростав вміст гідропероксидів на 17,2±3,2 %, 83,2±6,3 %, 65,3±4,9 %, 36,6±4,1 %, що становить 0,07±0,002; 0,12±0,004; 0,15±0,004; 0,1±0,004 ум.од./мг білка, відповідно (рис. 3.1, рис. 3.2).
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Рис. 3.1. Вміст гідропероксидів ліпідів зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу. 
Тут і надалі: * – P<0,05; ** – P<0,01; *** – P<0,001 – достовірні зміни, порівняно з контролем; (М ± m, n = 7–10).
Подібну закономірність відмічено і в зміні вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації на тих самих стадіях розвитку за тривалості опромінення 1 хв (рис. 3.3, рис. 3.4). Вміст ТБК-позитивних продуктів досягає значень 0,67±0,03, 0,66±0,02, 0,7±0,03, 0,64±0,02 мкмоль/мг білка, що на 34,2±5,7 %, 83,8±3,9 %, 50±4,2 %, 35,9±4,3 % більше, ніж у контролі.
Проте на стадії 10 поділу бластомерів зародків в’юна, вплив ЕМВ протягом 1 хв спричиняв вірогідне зниження вмісту гідропероксидів ліпідів на 19,9±6,5 % (0,11±0,007 ум.од./мг білка) та МДА на 17,9±3,5 % (0,72±0,02 мкмоль/мг білка). 
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Рис. 3.2. Зміни вмісту гідропероксидів ліпідів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
За впливу ЕМВ радіодіапазону тривалістю 5 хв на стадії двох бластомерів вміст гідропероксидів ліпідів та МДА вірогідно знизився на 17,6±3,5 % та 15,3±4,5 %, порівняно з контролем (рис. 3.2, рис. 3.4). На стадії розвитку 16 бластомерів відмічено достовірне зростання вмісту ГП на 67,9±5,4 %, що становить 0,11±0,002 ум.од./мг білка. Однак відсутня вірогідна різниця у вмісті ТБК-позитивних продуктів на цьому етапі розвитку. На стадіях 64; 256 та 1024 бластомерів зародків в’юна вплив ЕМВ тривалістю 5 хв призводить до вірогідного зростання кількості первинних продуктів процесів ПОЛ на 46,5±5,3 %, 80,9±2,6 %, 20,8±2,8 %, що становить відповідно 0,133±0,003, 0,136±0,004 та 0,17±0,002 ум.од./мг білка. Вміст вторинних продуктів процесів ПОЛ досягає значень 0,93±0,04, 0,53±0,01, 0,1±0,03 мкмоль/мг білка, що є на 99,2±4,5 %, 12,6±3,9 %, 13,3±3,9 % більше, ніж у контролі.
Інтенсивність процесів ліпопероксидації в зародків в’юна на всіх досліджуваних стадіях розвитку за дії ЕМВ радіодіапазону тривалістю 10 хв вірогідно зростає, порівняно з контролем. Зокрема, на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 1024 бластомерів відмічено зростання вмісту ГП на 47–77 %, щодо контролю. Максимальних значень вміст ГП досягає на стадії 8 поділу бластомерів і становить 0,17±0,004 ум.од./мг білка, що на 128,4±3,1 % більше, ніж у контролі. 
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Рис. 3.3. Вміст ТБК-позитивних продуктів зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Встановлено істотне зростання вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 1024 бластомерів. Інтенсивність вільнорадикальних реакцій, за вмістом вторинного продукту процесів ПОЛ, зростає відносно контролю на 59,2±5,1 %, 60,5±3,5 %, 72±5 %, 71,7±3,6 % відповідно, що становить 0,8±0,03, 0,58±0,01, 0,81±0,04, 1,5±0,04 мкмоль/мг білка. Максимального рівня вміст ТБК-позитивних продуктів досягає на стадії восьмого поділу бластомерів і становить 1,5±0,04 мкмоль/мг білка, що на 220±4 % є більше, ніж у контролі.
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Рис. 3.4. Зміни вмісту ТБК-позитивних продуктів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
За впливу ЕМВ тривалістю 20 хв відмічено вірогідне зростання як гідропероксидів ліпідів, так і ТБК-позитивних продуктів на стадіях розвитку 2; 16; 64 і 256 бластомерів. На стадії 16 бластомерів вміст первинних продуктів ліпопероксидації досягає максимальних значень і становить 0,14±0,002 ум.од./мг білка, тоді як у контролі він відповідає 0,06±0,003 ум.од./мг білка, що є на 107,1±5,4 % більше. Вміст вторинних продуктів ліпопероксидації також досягає максимальних значень за тривалості опромінення 20 хв на стадії 16 бластомерів. Відповідно, спостерігається зростання вмісту МДА на 126,5±3,1 %, що відповідає 0,81±0,01 мкмоль/мг білка. Проте на стадії 10 поділу бластомерів зародків в’юна, спостерігається вірогідне зниження вмісту гідропероксидів ліпідів на 25,6±5,9 %, і становить 0,1±0,005 ум.од./мг білка. Вміст ТБК-позитивних продуктів за впливу ЕМВ також знижується на 28,4±3,9 %, що відповідає 0,6±0,02 мкмоль/мг білка (рис. 3.4).

Важливим для розуміння аспектів та механізмів дії на клітину та розвиток організму в цілому є порівняння ефектів впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільні телефони з різними характеристиками (ГПЕ, SAR).

Вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2; SAR=0,99 Вт/кг), одразу після запліднення, впродовж 1–20 хв викликає зростання вмісту ГП ліпідів (рис. 3.5).
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Рис. 3.5. Вміст гідропероксидів ліпідів зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Інтенсивність вільнорадикальних реакцій, за вмістом первинного продукту процесів ПОЛ, у зародків в’юна на стадіях розвитку 2, 16, 64, 256 та 1024 бластомерів у контролі становить 0,08±0,005, 0,07±0,006, 0,1±0,005, 0,09±0,008, 0,07±0,002 ум.од./мг білка. Після впливу ЕМВ тривалістю 1 хв даний показник зростає впродовж ембріогенезу на 56,5±9,9 %, 78,3±11,3 %, 39,6±8,8 %, 27,1±9,3 %, 43,1±5,1 %, порівняно з контролем (рис. 3.5, рис. 3.6). На стадіях розвитку 2, 16, 64, 256 бластомерів за тривалості опромінення 5 хв спостерігається достовірне зростання вмісту ГП на 36,5±9,9 %, 48,4±12,5 %, 22,1±5,4 %, 29,2±10,3 %, відповідно. Максимального рівня вміст ГП досягає на стадії десятого поділу бластомерів за дії ЕМВ РЧ діапазону тривалістю 5 хв і становить 0,12±0,007 ум.од./мг білка, тоді як у контролі 0,07±0,002 ум.од./мг білка.
Вплив ЕМВ протягом 10 хв викликає збільшення вмісту первинних продуктів ліпопероксидації впродовж ембріогенезу на 34,2±7,2 %, 64,8±12,6 %, 30,1±8,1 %, 45,8±10,3 %, 32,3±3 %, що відповідає 0,11±0,003, 0,12±0,01, 0,13±0,008, 0,13±0,007, 0,1±0,002 ум.од./мг білка.
Збільшення тривалості опромінення до 20 хв призводить до активації вільнорадикальних процесів на всіх досліджуваних стадіях розвитку зародків в’юна (рис. 3.5, рис. 3.6). Зокрема, на стадії 2 і 16 бластомерів відмічено зростання вмісту ГП на 38,3±9,2 % та 41,2±10,1 %, що становить 0,11±0,007 та 0,1±0,005 ум.од./мг білка. Вміст ГП на стадії 64 бластомерів за тривалості опромінення 20 хв становить 0,12±0,003 ум.од./мг білка, що на 18,3±5,6 % більше, ніж у контролі. На стадії 8 поділу бластомерів досліджуваний показник зростає на 32,9±8,9 %, порівняно з контролем. Максимальних значень інтенсивність процесів ліпопероксидації досягає за впливу опромінення тривалістю 20 хв на стадії 10 поділу бластомерів і становить 0,14±0,007 ум.од./мг білка (86,2±5,4 %).
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Рис. 3.6. Зміни вмісту гідропероксидів ліпідів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
За впливу ЕМВ РЧ діапазону протягом 1 та 20 хв вміст ТБК-позитивних продуктів зародків в’юна зростає і знаходиться в межах 0,54–0,75 мкмоль/мг білка протягом ембріогенезу (рис. 3.7, рис. 3.8). На стадії 2 бластомерів за такої ж тривалості опромінення, значення досліджуваного показника становить 0,61±0,01 та 0,63±0,02 мкмоль/мг білка, тоді як у контролі 0,45±0,02 мкмоль/мг білка. На стадії 16 бластомерів вміст ТБК-позитивних продуктів за даної тривалості опромінення становить 0,54±0,01 та 0,56±0,008 мкмоль/мг білка, що на 25,6±4,5 % та 30,9±3,9 % більше, ніж у контролі.
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Рис. 3.7. Вміст ТБК-позитивних продуктів зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
ЕМВ радіодіапазону такої ж тривалості на стадії 64 бластомерів викликає збільшення вмісту МДА на 33,7±3,9 % та 30,3±4,3 %, що відповідає 0,64±0,01 та 0,63±0,02 мкмоль/мг білка, відповідно. Інтенсивність ПОЛ за такої ж тривалості опромінення на стадії 8 поділу зростає відносно контролю на 31,1±4,8 % та 44,7±3,7 % відповідно, що становить 0,59±0,03 та 0,65±0,02 мкмоль/мг білка. На останній з досліджуваних стадій розвитку за тривалості опромінення 1 і 20 хв вміст МДА зростає, відносно контролю, на 16,1±6,8 % та 17,3±6,9 %, що відповідає 0,75±0,01 та 0,76±0,01 мкмоль/мг білка.
Досліджуваний показник достовірно зростає за тривалості опромінення 5 та 10 хв і знаходиться в діапазоні 0,5–0,6 мкмоль/мг білка. Зокрема, на стадії 2 бластомерів за такої тривалості опромінення вміст ТБК-позитивних продуктів зростав на 21,8±4,3 % та 18,7±4,2 % (0,55±0,008 та 0,54±0,006 мкмоль/мг білка), відносно контролю. На стадії 16 бластомерів відмічено збільшення вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації на 17±5,2 % та 19,4±3,8 %, що становить 0,5±0,02 та 0,51±0,005 мкмоль/мг білка. Достовірне зростання вмісту ТБК-позитивних продуктів спостерігали і на стадії 64 бластомерів, що становило 20,2±3,8 % та 24,4±6,4 % (0,58±0,01 та 0,6±0,03 мкмоль/мг білка), відносно контролю. Досліджуваний показник за такої ж тривалості опромінення на стадії 8 поділу бластомерів відповідає величинам 0,55±0,01 та 0,54±0,02 мкмоль/мг білка, що є на 21,9±3,1 % та 19,7±3,5 % більше, ніж у контролі. Проте на стадії 10 поділу бластомерів зародків в’юна, вплив ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 5 і 10 хв спричиняє достовірне зниження вмісту МДА на 23,1±6,9 % та 19,8±6,9 %, порівняно з контролем.
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Рис. 3.8. Зміни вмісту ТБК-позитивних продуктів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
Таким чином, отримані нами результати щодо вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів за впливу ЕМВ РЧ діапазону вказують на активацію процесів вільнорадикального окиснення ліпідів упродовж ембріогенезу. Це узгоджується із літературними даними, де описана аналогічна тенденція за впливу ЕМВ радіодіапазону [95, 123, 128, 212, 258, 263, 294].
Відомо, що мобільний телефон у режимі очікування випромінює мінімальний рівень електромагнітної енергії. Однак електромагнітні хвилі підлягають принципу суперпозиції, тому, ймовірно, із збільшенням тривалості опромінення, зростає густина потоку енергії ЕМВ. Враховуючи вищесказане, наступним етапом дослідження було вивчення інтенсивності процесів ліпопероксидації за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування (1,7 мкВт/см2; SAR=1,1 Вт/кг).
У результаті проведених досліджень встановлено, що ЕМВ тривалістю 1 хв не викликає достовірних змін вмісту первинних та вторинних продуктів ПОЛ упродовж ембріогенезу (рис. 3.9, рис. 3.11). На більш пізніх етапах розвитку відмічено достовірне зростання як вмісту ГП, так і ТБК-позитивних продуктів за впливу опромінення тривалістю 5, 10 та 20 хв.
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Рис. 3.9. Вміст гідропероксидів ліпідів зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
На стадії 2 бластомерів за тривалості опромінення 20 хв відбувається зростання вмісту ГП на 23,3±7,2 %, що становить 0,099±0,003 ум.од./мг білка (рис. 3.9, рис. 3.10). Вплив ЕМВ радіодіапазону тривалістю 1, 5 та 10 хв не викликає достовірних змін ГП. Подібну тенденцію відмічено і на стадії 16 бластомерів. За 20-ти хвилинного опромінення величина цього показника становить 0,105±0,003 % ум.од./мг білка, що на 46,7±9,4 % більше, ніж у контролі. За експозиції 1, 5 та 10 хв достовірних змін вмісту первинних продуктів ліпопероксидації не виявлено.
На стадії 64 бластомерів відмічено достовірне зростання досліджуваного показника за тривалості опромінення 10 і 20 хв на 18,1±5,4 % та 24,6±6,9 %, відповідно, порівняно з контролем, де вміст ГП становить 0,099±0,005 ум.од./мг білка. На стадії розвитку 256 бластомерів після опромінення мобільним телефоном протягом 5, 10 та 20 хв вміст ГП достовірно зростає, порівняно з контролем на 30,7±9,2 %, 48,2±9,5 % та 37,8±9,1 % відповідно, що відповідає 0,11±0,003, 0,13±0,005, 0,12±0,003 ум.од./мг білка. За тривалості опромінення 5 та 10 хв на стадії 10 поділу вміст ГП зростає на 36,9±7 % та 30,3±5,4 % відповідно, відносно контролю, що становить 0,1±0,007 та 0,095±0,005 ум.од./мг білка. Однак 20-ти хвилинне опромінення викликає зниження вмісту ГП на 18,4±5 %, що становить 0,06±0,003 ум.од./мг білка.
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Рис. 3.10. Зміни вмісту гідропероксидів ліпідів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
Встановлено, що вплив ЕМВ (1,7 мкВт/см2) протягом 1, 5 та 10 хв не викликає достовірних змін вмісту МДА зародків в’юна на стадіях розвитку 2, 16 та 64 бластомерів (рис. 3.11). Проте збільшення експозиції ЕМВ радіодіапазону до 20 хв веде до зростання вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації зародків, порівняно з контролем. Зокрема, на стадії 2 бластомерів досліджуваний показник досягає рівня 0,53±0,007 мкмоль/мг білка, що є на 16,8±4,3 % більше, ніж у контролі (рис. 3.11, рис. 3.12). На стадії 16 та 64 бластомерів інтенсивність ПОЛ зростає відносно контролю на 32,2±4 % та 27,9±3,8 % відповідно, що становить 0,57±0,009 та 0,62±0,01 мкмоль/мг білка.

Вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 10 і 20 хв на стадії 256 бластомерів спричиняє зростання вмісту ТБК-позитивних продуктів на 44,8±3,1 % та 30±3,7 % відповідно, щодо контролю, що відповідає 0,65±0,01 та 0,58±0,02 мкмоль/мг білка. ЕМВ меншої тривалості (1 та 5 хв) не викликає достовірних змін досліджуваного показника на даному етапі розвитку зародків в’юна.
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Рис. 3.11. Вміст ТБК-позитивних продуктів зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
На останній з досліджуваних стадій розвитку (1024 бластомери) вплив ЕМВ РЧ діапазону тривалістю 5 та 10 хв веде до активації процесів ліпопероксидації в зародків в’юна, порівняно з відповідними показниками в контролі. За такої тривалості опромінення відбувається зростання вмісту МДА на 18±6,7 % та 29,2±6,8 %, відповідно, що становить 0,76±0,006 та 0,84±0,009 мкмоль/мг білка. За тривалості опромінення 20 хв цей показник знижується та становить 0,52±0,01 мкмоль/мг білка, що є на 18,9±7,1 % менше, ніж у контролі. ЕМВ найменшої тривалості (1 хв) не викликає достовірних змін вмісту ТБК-позитивних продуктів на даному етапі розвитку зародків. 
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Рис. 3.12. Зміни вмісту ТБК-позитивних продуктів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
Отже, вплив ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування протягом 1 хв не викликає достовірних змін вмісту продуктів ПОЛ на усіх досліджуваних стадіях розвитку. Збільшення тривалості опромінення до 5 та 10 хв призводить до інтенсифікації процесів вільнорадикального окиснення на стадіях 8 та 10 поділу бластомерів. Вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 20 хв викликає подібну зміну вільнорадикальних процесів зародків в’юна, як і опромінення телефоном з більшою величиною ГПЕ на всіх досліджуваних стадіях розвитку.
Таким чином, отримані нами результати щодо вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів за впливу ЕМВ РЧ діапазону (SAR=1,1; 0,99 Вт/кг, ГПЕ=6,9; 30,1 мкВт/см2) вказують на активацію процесів вільнорадикального окиснення ліпідів протягом ембріогенезу. Однак опромінення зародків в’юна мобільним телефоном у режимі очікування малої тривалості (1 хв) не викликає достовірних змін вмісту продуктів ліпопероксидації. ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 20 хв призводить до достовірних змін досліджуваних показників на всіх стадіях розвитку зародків в’юна. За тривалості опромінення 5 та 10 хв встановлено достовірне зростання вмісту як первинних, так і вторинних продуктів ПОЛ на пізніших досліджуваних стадіях розвитку.

3.2. Вплив електромагнітного випромінювання радіодіапазону на активність ключових ензимів системи антиоксидантного захисту зародків в’юна
Загальновідомо, що метаболічні процеси, які проходять від моменту запліднення яйцеклітин, впливають на розвиток зародків та личинок, і будь-яка їх зміна може призвести до порушення ембріогенезу або загибелі. Відомо, що за умов опромінення відбувається інтенсифікація процесів ПОЛ та накопичення в організмі високореакційних молекул, які призводять до ушкоджень клітинних структур [128, 137, 264]. Посилення вільнорадикального окиснення ліпідів за впливу ЕМВ радіодіапазону, ймовірно, призводить до порушення окисно-відновного балансу протягом синхронних поділів бластомерів.

АОС розглядається як ланка метаболізму, яка характеризується універсальним механізмом відповіді на будь-який вплив як ендо-, так і екзогенного походження [207, 262, 294]. 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 [207, 209, 294].

ЕМВ радіодіапазону може «запускати» каскад патологічних процесів [128, 148, 181, 207, 208, 209, 294], тому очікуваним було те, що в ембріонів баланс між прооксидантами та компонентами АОС захисту (СОД, КАТ, ГПО) також буде зазнавати істотних змін.
3.2.1. Активність супероксиддисмутази зародків в’юна протягом ембріогенезу за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. Супероксиддисмутаза – це один з ключових ферментів антиоксидантного захисту організму. Основна її функція полягає в дисмутації О2•- до пероксиду гідрогену, який відновлюється каталазою до води і молекулярного кисню, або глутатіонпероксидазою до води [27, 218].
У результаті проведених досліджень нами встановлено, що в зародків в’юна, опромінених протягом 1, 5 та 10 хв, відразу після запліднення, активність СОД підвищується, що може бути адаптаційним механізмом у відповідь на інтенсифікацію оксидативного стресу (рис. 3.13). 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.
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Рис. 3.13. Активність супероксиддисмутази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Активність ензиму в контрольних зразках на стадії 2 бластомерів зародків в’юна становить 3591,4±102 од.акт./мг білка (рис. 3.13). За найменшої тривалості опромінення (1 хв) відбувається зростання активності СОД на 36,6±6,3 %, порівняно з контролем (рис. 3.14). Максимальних значень досліджуваний показник досягає за впливу ЕМВ радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 5 та 10 хв і становить 7310,4±257,6 та 8021,4±374,7 од.акт./мг білка, що на 103,6±4,5 % та 123,3±5,5 % відповідно більше, ніж у контролі (рис. 3.13, рис. 3.14). За тривалості опромінення 1, 5 та 10 хв на стадії 16 бластомерів відмічено достовірне зростання активності СОД на 19,3±12,4 %, 43,8±11,8 % та 53,3±12,8 % відповідно, що становить 3756,3±201,7, 4527±172, 4824,8±303,7 од.акт./мг білка. 
Опромінення мобільним телефоном тривалістю 1, 5, 10 хв викликає вірогідне зростання досліджуваного показника на стадії 64 бластомерів. За тривалості опромінення 1 хв активність СОД становить 3852±284 од.акт./мг білка, що на 15±8,4 % більше, ніж у контролі. Максимальних значень досліджуваний показник досягає за тривалості опромінення 5 та 10 хв і він становить 6150,9±290,9, 6459,5±423,1 од.акт./мг білка, що у відсотковому значенні відповідає зростанню на 83,6±6,3 та 92,8±7,7 % відповідно, тоді як у контролі величина активності дорівнює 3350,8±137 од.акт./мг білка.
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Рис. 3.14. Зміни активності супероксиддисмутази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
На стадії 8 поділу бластомерів зародків в’юна активність ензиму СОД у контрольних зразках становить 3966,3±277,9 од.акт./мг білка. Найменша тривалість опромінення (1 хв) в даному випадку не викликає достовірних змін досліджуваного показника. За впливу ЕМВ тривалістю 5 та 10 хв відбувається зростання активності СОД відносно контролю на 27,9±9,3 % та 48,3±9,5 %, відповідно.
При дослідженні впливу ЕМВ на стадії 10 поділу бластомерів нами відмічено зростання активності СОД за різної тривалості опромінення (1, 5, 10 та 20 хв). Досліджуваний показник зростає відносно контролю на 21,3±11,1 % за впливу ЕМВ протягом 1 хв. За тривалості опромінення 5 та 20 хв відбувається підвищення активності СОД відносно контролю на 70,3±10,4 % та 66,5±11,9 %, відповідно. Досліджуваний показник максимально зростає, порівняно з контролем, на 103,8±10,7 % за тривалості опромінення 10 хв і становить 5165,7±229,7 од.акт./мг білка. У контрольних зразках величина активності СОД дорівнює 2535,2±247,7 од.акт./мг білка (рис. 3.13).
Отже, зі збільшенням тривалості ЕМВ (1; 5; 10 хв) у зародків в’юна активність СОД зростала (P<0,05), а після 20 хв випромінювання на стадіях 2; 16; 64 і 256 бластомерів залишалась в межах контролю. 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 [78].
Для з’ясування механізму дії ЕМВ радіодіапазону було проведено дослідження впливу опромінення мобільним телефоном з іншим коефіцієнтом питомого поглинання електромагнітної енергії (SAR=0,99 Вт/кг) та густиною потоку електромагнітної енергії (ГПЕ=30,1 мкВт/см2). 

Нами встановлено, що в зародків в’юна, опромінених протягом 1; 5, 10 та 20 хв, одразу після запліднення, активність СОД достовірно зростає на всіх досліджуваних стадіях, порівняно з контролем (рис. 3.15). Зокрема, на стадії 2 бластомерів така тривалість опромінення призводила до зростання активності СОД на 20,8±7,7, 34±7,9, 25,9±7,5, 31±8,1 % відповідно, щодо контролю (рис. 3.16). Аналогічна тенденція спостерігалась і на стадії 16 бластомерів зародків в’юна. За впливу ЕМВ тривалістю 1, 5 та 10 хв відбувається зростання досліджуваного показника на 26,4±4,2 %; 38±4,5 та 34,5±3,5 %, що відповідно становить 5448,2±166,6; 5945,3±199,3 та 5797,1±111,6 од.акт./мг білка. Максимального значення активність СОД на даному етапі розвитку досягає за тривалості опромінення 20 хв і становить 6787,4±143,9 од.акт./мг білка, що на 57,5±3,6 % більше, ніж у контролі.
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Рис. 3.15. Активність супероксиддисмутази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Супероксиддисмутазна активність в контрольних зразках на стадії 64 бластомерів зародків в’юна становить 4376,5±255,7 од.акт./мг білка. Досліджуваний показник зростає відносно контролю на 25,6±7 % за тривалості опромінення 1 хв, та за 20 хв опромінення – на 36,1±6,5 %. Максимальних значень активність СОД досягає за впливу ЕМВ радіодіапазону протягом 5 хв (6698±258 од.акт./мг білка) та 10 хв (7183,4±252,6 од.акт./мг білка), що на 53±7 та 64,1±6,8 % більше, ніж у контролі, відповідно (рис. 3.15, рис. 3.16).

На стадії 8 поділу бластомерів вплив ЕМВ тривалістю 1, 5 та 20 хв призводить до зростання активності СОД відносно контролю на 14,9±5,1; 22,6±5,4 та 13,7±5,5 % відповідно. Досліджуваний показник максимально зростає за тривалості опромінення 10 хв на 43,5±5,7 % і становить 7436,8±282,2 од.акт./мг білка, тоді як у контролі 5181,3±220,1.
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Рис. 3.16. Зміни активності супероксиддисмутази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).

Вплив ЕМВ протягом 1 хв на стадії 10 поділу бластомерів викликає зростання супероксиддисмутазної активності, відносно контролю на 12,4±4,8 %. За тривалості опромінення 5, 10 та 20 хв досліджуваний показник зростає на 41±5,6; 46,3±5 та 36,5±4,1 % відповідно, що становить 6017±261; 6246,7±220,8 та 5825,7±112,9 од.акт./мг білка.

Отже, вплив ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) призводить до активації ферменту СОД на всіх досліджуваних стадіях ембріогенезу в’юна.
Після проведених досліджень нами встановлено, що вплив ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування (ГПЕ=1,7 мкВт/см2) призводить до змін активності СОД (рис. 3.17). Зокрема, на стадії 2 бластомерів відмічено достовірне зростання досліджуваного показника лише за впливу опромінення тривалістю 20 хв. Активність ензиму за такої тривалості опромінення становила 5545,1±166,2 од.акт./мг білка, що на 25,2±7,8 % більше, ніж у контролі (рис. 3.17, рис. 3.18). Однак менша тривалість опромінення (1, 5 та 10 хв) не викликає істотних змін супероксиддисмутазної активності.
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Рис. 3.17. Активність супероксиддисмутази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Аналогічна тенденція спостерігалась і при дослідженні активності СОД на стадіях розвитку 16 та 64 бластомерів. ЕМВ тривалістю лише 20 хв спричиняє достовірне зростання активності ензиму. Зокрема, на стадії 16 бластомерів активність СОД становила 5612±86,2 од.акт./мг білка, що на 30,2±3,3 % більше, ніж у контролі. На стадії 64 бластомерів після 20-ти хвилинного опромінення, досліджуваний показник зростає на 31,3±6,4 % і становить 5746,9±143,6 од.акт./мг білка. 
Достовірне зростання активності СОД відмічено на стадії 8 поділу бластомерів за тривалості опромінення 10 та 20 хв. Активність ензиму зародків в’юна за такої тривалості опромінення відповідно зростає, відносно контролю, на 11,3±4,5 % та 13,3±5,2 %, що становить 5768,5±81,2 та 5871,6±174,3 од.акт./мг білка. Однак після впливу ЕМВ радіодіапазону тривалістю 1 та 5 хв не виявлено достовірних змін активності СОД.

На стадії 10 поділу бластомерів зародків в’юна найменша тривалість опромінення (1 хв) не викликає достовірних змін активності СОД. Однак за впливу ЕМВ протягом 5, 10 та 20 хв досліджуваний показник достовірно зростає відносно контролю на 24,7±3,8; 33,4±4,4 та 34,7±4,1 % і становить 5322,1±62,5; 5696,1±145,5 та 5750,3±115,4 од.акт./мг білка, відповідно (рис. 3.17, рис. 3.18).
[image: image31.emf]***

*

***

***

*

***

***

**

90

100

110

120

130

140

150

2 16 64 256 1024

кількість бластомерів

% 

в

і

дносно контролю

1 хв 5 хв 10 хв 20 хв


Рис. 3.18. Зміни активності супероксиддисмутази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
Отже, вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв призводить до активації ферменту СОД упродовж ембріогенезу в’юна. ЕМВ найменшої тривалості не викликає достовірних змін активності досліджуваного ензиму. За 5- та 10-ти хвилинного опромінення супероксиддисмутазна активність вірогідно зростає на більш пізніх стадіях розвитку зародків в’юна.
Таким чином, за впливу ЕМВ радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2) спостерігається зростання активності СОД протягом ембріогенезу в’юна. Проте за 20-ти хвилинного опромінення (ГПЕ=6,9 мкВт/см2) на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів не встановлено достовірних змін активності ензиму. ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування (ГПЕ=1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв призводить до істотного зростання активності СОД на всіх досліджуваних стадіях розвитку зародків в’юна. Однак за тривалості опромінення 1, 5 та 10 хв не спостерігається вірогідних змін досліджуваного показника.
3.2.2. Активність каталази зародків в’юна протягом ембріогенезу за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. Зростання активності СОД веде до утворення великої кількості Н2О2, який може знешкоджуватися або каталазою, або глутатіонпероксидазою. Синергістом супероксиддисмутази в клітині є каталаза. Вона запобігає накопиченню продукту супероксидисмутазної реакції інгібітора СОД – пероксиду гідрогену [55]. 
У результаті проведених досліджень нами встановлено, що активність каталази в контрольних зразках на стадії 2 бластомерів становить 16,9±2,2 нмоль Н2О2/хв мг білка (рис. 3.19). За впливу ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=6,9 мкВт/см2) тривалістю 1, 5 та 10 хв спостерігалось найбільше зниження каталазної активності на 65,2±17,2; 60,5±17,3 та 53,9±19,7 %, порівняно з контролем, що відповідає 5,9±0,7; 6,7±0,8 та 7,8±1,1 нмоль Н2О2/хв мг білка. За тривалості опромінення 20 хв відмічено зниження досліджуваного показника на 34,9±19,1 %, що становить 11±1,5 нмоль Н2О2/хв мг білка (рис. 3.19, рис. 3.20).
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Рис. 3.19. Активність каталази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.

На стадії 16 бластомерів ЕМВ тривалістю 1 хв викликає зниження активності каталази на 25,7±14,6 %, що становить 18±2,1 нмоль Н2О2/хв мг білка, тоді як у контролі досягає рівня 24,3±2,1 нмоль Н2О2/хв мг білка. Після 5-ти хвилинного опромінення мобільним телефоном, активність ензиму знижується на 42,3±10 % і становить 14±0,7 нмоль Н2О2/хв мг білка, а вплив ЕМВ тривалістю 20 хв викликає зниження КАТ на 39,3±11,6 %, порівняно з контролем. Максимальне зниження каталазної активності на 62,5±19,8 % відмічено за тривалості опромінення 10 хв, що становить 9,1±1,6 нмоль Н2О2/хв мг білка.
Ензиматична активність КАТ на стадії 64 бластомерів є найбільш чутливою до впливу ЕМВ радіодіапазону. Так, за тривалості опромінення 1 хв каталазна активність знижується на 51±16,3 %, що становить 8,2±1,2 нмоль Н2О2/хв мг білка, тоді як у контролі величина цього показника дорівнює 16,7±1,1 нмоль Н2О2/хв мг білка. Найнижчих значень досліджуваний показник досягає за тривалості опромінення 5, 10 та 20 хв і становить 4,5±0,3; 3,6±0,5 та 6,3±0,8 нмоль Н2О2/хв мг білка, що на 72,9±10; 78,3±15,1 та 62±14,3 % відповідно менше, ніж у контролі (рис. 3.19, рис. 3.20).
Аналогічна тенденція спостерігалась і при дослідженні активності КАТ на стадії 8 поділу бластомерів. Встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону, відразу після запліднення, протягом 1 хв викликає зниження досліджуваного показника на 40,6±12,4 %, що становить 12,6±0,7 нмоль Н2О2/хв мг білка, тоді як у контролі його величина дорівнює 21,2±2,4 нмоль Н2О2/хв мг білка. Найнижчих значень каталазна активність досягає за впливу ЕМВ тривалістю 5 хв (5,2±0,6 нмоль Н2О2/хв мг білка), 10 хв (6,8±0,7 нмоль Н2О2/хв мг білка) та 20 хв (7,9±0,5 нмоль Н2О2/хв мг білка), що на 75,4±15,9; 68,1±15,2 та 62,7±13,1 % відповідно менше, ніж у контролі (рис. 3.19, рис. 3.20).

Ефект впливу ЕМВ радіодіапазону на активність КАТ на останній з досліджуваних стадій (10 поділ бластомерів) був протилежним до результатів, отриманих на попередніх стадіях. Активність КАТ у контрольних зразках становить 7,6±0,9 нмоль Н2О2/хв мг білка. Опромінення зародків в’юна мобільним телефоном протягом 1 хв спричиняє зростання досліджуваного показника на 52,6±16,8 %, а 20-ти хвилинне опромінення призводить до збільшення активності КАТ на 30,3±13,1 %, порівняно з контролем. Максимально каталазна активність зростала за впливу опромінення тривалістю 5 та 10 хв і становила 16,4±1,4 та 18±1,8 нмоль Н2О2/хв мг білка відповідно, що на 115,6±14,6 та 135,9±15,3 % більше, ніж у контролі (рис. 3.19, рис. 3.20).
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Рис. 3.20. Зміни активності каталази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %).

На стадії 10 поділу бластомерів починається процес гаструляції. Ядра вже діляться асинхронно, продовжується синтез РНК [78]. Ці процеси в поєднанні зі змінами, що викликає ЕМВ радіодіапазону і спричиняють, на нашу думку, таке суттєве зростання активності КАТ на відповідному етапі розвитку в’юна.

Отже, за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (ГПЕ=6,9 мкВт/см2; SAR=1,1 Вт/кг) відбувається зниження активності каталази на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів. Однак на стадії 10 поділу бластомерів каталазна активність зростає за різної тривалості опромінення.

Аналогічна тенденція змін спостерігалась за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (ГПЕ=30,1 мкВт/см2; SAR=0,99 Вт/кг), а саме: зниження активності каталази на стадіях 2, 16, 64, 256 бластомерів та її зростання на стадії 10 поділу (рис. 3.21). На стадії 2 бластомерів за тривалості опромінення 1 хв відмічено достовірне зниження каталазної активності на 44,3±11,1 %, що становить 7,1±0,7 нмоль Н2О2/ хв мг білка, тоді як у контролі 12,7±0,7 нмоль Н2О2/хв мг білка (рис. 3.21, рис. 3.22). Після 5-, 10- та 20-ти хвилинного опромінення мобільним телефоном, досліджуваний показник знижується на 33±11; 25,7±8,7 та 31,3±9,4 %, порівняно з контролем і становить 8,5±0,7; 9,4±0,7 та 8,7±0,7 нмоль Н2О2/хв мг білка, відповідно.
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Рис. 3.21. Активність каталази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Істотне зниження активності каталази спостерігали і на стадії 16 бластомерів за впливу ЕМВ досліджуваної тривалості. Так, за 1 хв опромінення активність ензиму становить 8,4±1 нмоль Н2О2/хв мг білка, що у відсотковому значенні відповідає зниженню на 44,3±12,9 %, тоді як у контролі цей показник досягає рівня 15,2±0,6 нмоль Н2О2/хв мг білка. Каталазна активність після впливу ЕМВ тривалістю 5, 10 та 20 хв становила 9,3±0,9; 8,9±0,7 та 11,8±0,8 нмоль Н2О2/хв мг білка, відповідно, що на 38,4±12,6; 40,9±9,3 та 22,2±8,2 % менше величини досліджуваного показника в контрольних зразках (рис. 3.21, рис. 3.22).
На стадії 64 бластомерів після впливу ЕМВ радіодіапазону протягом 1, 5 та 20 хв активність КАТ становила 9,6±0,6; 8,8±0,5 та 9,7±1 нмоль Н2О2/хв мг білка, в порівнянні із аналогічним показником у контролі 13±0,6 нмоль Н2О2/хв мг білка, що на 26,4±8,5; 32,4±9,6 та 25,4±11,8 % менше. За тривалості опромінення 10 хв спостерігалось зниження каталазної активності на 19,2±7,3 %, порівняно з контролем (рис. 3.21, рис. 3.22). 

При дослідженні каталазної активності на стадії 8 поділу бластомерів встановлено, що за тривалості опромінення 1 та 10 хв, активність КАТ знижується на 23,3±10,8 та 22,7±9,2 %, що становить 10,9±0,8 та 11±0,5 нмоль Н2О2/хв мг білка, тоді як у контролі досягає рівня 14,3±1,1 нмоль Н2О2/хв мг білка. Після 5- та 20-ти хвилинного опромінення мобільним телефоном, активність каталази знижується на 30,1±11,1 та 28,1±9,6 %, порівняно з контролем і становить, відповідно, 10±0,6 та 10,3±0,6 нмоль Н2О2/хв мг білка (рис. 3.21, рис. 3.22).
Протилежний ефект впливу ЕМВ радіодіапазону на активність каталази встановлено на стадії 10 поділу бластомерів. Зокрема, за тривалості опромінення 1 хв досліджуваний показник зростає на 21,3±8,4 %, що становить 14,1±0,6 нмоль Н2О2/хв мг білка, тоді як у контролі досягає рівня 11,6±0,9 нмоль Н2О2/хв мг білка. Достовірне зростання ензиматичної активності на 53±9,3 та 47±10,1 % відбулось і при опроміненні зародків мобільним телефоном тривалістю 5 та 10 хв. Максимально активність КАТ зросла за експозиції тривалістю 20 хв і становила 19,5±1,1 нмоль Н2О2/хв мг білка, що на 67,8±9,3 % більше відповідного показника в контролі (рис. 3.21, рис. 3.22). 
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Рис. 3.22. Зміни активності каталази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %).
Отже, на відміну від СОД, активність каталази в гомогенатах зародків в’юна знижувалась на стадіях 2; 16; 64 і 256 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2), порівняно із відповідними показниками контрольної групи (рис. 3.19–3.22). 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.
Вплив ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування тривалістю 20 хв призводить до активації ензиму КАТ на всіх досліджуваних стадіях ембріогенезу в’юна, що корелює із зростанням активності СОД. Нами встановлено, що на стадії 2 бластомерів вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1, 5 та 10 хв не викликає достовірних змін активності КАТ (рис. 3.23). Проте за 20-ти хвилинного опромінення відбувається зростання досліджуваного показника на 30,3±6,4 %, порівняно з контролем і становить 16,5±0,6 Н2О2/хв нмоль мг білка (рис. 3.23, рис. 3.24). 
[image: image36.emf]*

***

**

**

*

*

0

4

8

12

16

20

2 16 64 256 1024

Досліджувані стадії раннього ембріогенезу (кількість бластомерів)

нмоль Н

2

О

2

/

хв

*

мг б

і

лка

контроль

1 хв

5 хв

10 хв

20 хв


Рис. 3.23. Активність каталази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.

Подібна тенденція спостерігалась і при дослідженні активності КАТ на стадіях розвитку 16, 64 та 256 бластомерів. Відповідно відбувалось достовірне зростання каталазної активності за тривалості опромінення 20 хв на 15,9±4,7, 23,1±6,5 та 23,5±8,8 %, що становить 17,6±0,4, 16±0,6 та 17,6±0,7 нмоль Н2О2/хв мг білка. На стадії 10 поділу бластомерів, після впливу ЕМВ тривалістю 1 та 5 хв не виявлено достовірних змін активності КАТ. Однак після 10-ти хвилинного опромінення досліджуваний показник досягає рівня 15,9±0,4 нмоль Н2О2/хв мг білка, що на 37,1±7,9 % більше, ніж у контролі. На 42,4±8,2 % збільшилась активність КАТ після 20 хв опромінення мобільним телефоном, і становила 16,5±0,6 нмоль Н2О2/хв мг білка (рис. 3.23, рис. 3.24) .
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Рис. 3.24. Зміни активності каталази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %).
Таким чином, вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1, 5 та 10 хв не призводить до істотних змін активності КАТ упродовж ембріогенезу. Достовірне зростання активності досліджуваного показника спостерігалось за 20-ти хвилинного опромінення зародків в’юна.
Отже, електромагнітне випромінювання радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2) призводить до пригнічення активності КАТ на стадіях розвитку 2; 16; 64 і 256 бластомерів. На стадії 10 поділу бластомерів спостерігалось зростання досліджуваного показника за впливу ЕМВ. Встановлено, що дія ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв викликає істотну активацію ензиму.
3.2.3. Активність глутатіонпероксидази зародків в’юна протягом ембріогенезу за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. Знешкодження підвищеного за впливу ЕМВ РЧ діапазону рівня пероксиду гідрогену окрім КАТ здійснює і ГПО. Спорідненість цього ферменту до Н2О2 значно вища, ніж у каталази [110]. ГПО більш ефективно функціонує при низьких концентраціях субстрату, в той час, як у захисті клітин від оксидативного стресу, викликаного високими концентраціями Н2О2, провідна роль належить КАТ. ГПО, каталізуючи відновлення Н2О2, не лише інактивує цей метаболіт, але й попереджує нагромадження гідроксил-аніону, запобігаючи утворенню органічних гідропероксидів. Відновлення ензимом ГПО органічних гідропероксидів, особливо ліпідів мембран, знижує пероксидацію та появу вторинних токсичних метаболітів [234].
Після проведених досліджень нами встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону (6,9 мкВт/см2), відразу після запліднення, призводить до зниження активності ГПО зародків в’юна протягом ембріогенезу. На стадії 2 бластомерів за тривалості опромінення 1 хв активність ензиму знижується на 58±29,1 %, що становить 29,8±7,3 мкмоль G–SH/хв мг білка, тоді як у контролі досягає рівня 70,9±11,3 мкмоль G–SH/хв мг білка (рис. 3.25, рис. 3.26). Після 5-ти хвилинного опромінення, досліджуваний показник знижується на 64,1±34,6 % і становить 25,5±7,8 мкмоль G–SH/хв мг білка, а вплив ЕМВ протягом 10 та 20 хв викликає зниження ГПО на 73,2±27,4 та 70,3±27,3 %, порівняно з контролем, і становить 19±4,3 та 21,1±4,7 мкмоль G–SH/хв мг білка, відповідно.
Активність ГПО в контрольних зразках на стадії 16 бластомерів становить 63,9±4,6 мкмоль G–SH/хв мг білка. Максимальне зниження глутатіонпероксидазної активності спостерігали за впливу опромінення мобільним телефоном протягом 1 хв (23,4±4,7 мкмоль G–SH/хв мг білка), що є на 63,3±21,3 % менше, порівняно з контролем. Збільшення тривалості опромінення до 5, 10 та 20 хв призводить до зниження досліджуваного показника на 49,4±20,7; 43,2±10,7 та 54,1±13,9 % і становить 32,3±6,3 36,3±2,9 та 29,3±3,5 мкмоль G–SH/хв мг білка, відповідно (рис. 3.25, рис. 3.26).
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Рис. 3.25. Активність глутатіонпероксидази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Подібну тенденцію зміни активності ГПО за впливу ЕМВ спостерігали і на стадії 64 бластомерів. Зокрема, за тривалості опромінення 1 хв досліджуваний показник знижується на 73,7±16,4 % в порівнянні з контролем, і становить 11,1±1,7 мкмоль G–SH/хв мг білка. Глутатіонпероксидазна активність в контролі на цій стадії розвитку становить 42,1±2,4 мкмоль G–SH/хв мг білка. Вплив ЕМВ радіодіапазону тривалістю 5 та 10 хв призводить до зниження активності ГПО на 64,3±18,5 та 66,9±17,6 %, що досягає рівня 15,1±2,7 та 13,9±2,3 мкмоль G–SH/хв мг білка. За 20-ти хвилинного опромінення активність ензиму становить 17,2±0,9 мкмоль G–SH/хв мг білка, що на 59,1±7,8 % менше відповідного показника в контролі (рис. 3.25, рис. 3.26).
На стадії 8 поділу бластомерів зародків в’юна активність ГПО в контролі становить 56,9±4,8 мкмоль G–SH/хв мг білка. Достовірне зниження досліджуваного показника спостерігається за тривалості опромінення 1, 5 та 10 хв і досягає рівня 33,3±5,8; 25,4±2,6 та 39,6±3,7 мкмоль G–SH/хв мг білка, що є на 41,5±19,3; 55,4±13,1 та 30,4±12,5 % менше, ніж у контрольних зразках (рис. 3.25, рис. 3.26). Не встановлено достовірних змін ензиматичної активності ГПО за впливу ЕМВ радіодіапазону тривалістю 20 хв на даному етапі розвитку зародків в’юна.
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Рис. 3.26. Зміни активності глутатіонпероксидази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
Вплив ЕМВ РЧ діапазону найменшої тривалості (1 хв) не викликає достовірних змін активності ГПО на стадії 10 поділу бластомерів. Збільшення тривалості опромінення до 5, 10 та 20 хв призводить до зниження глутатіонпероксидазної активності на 50,7±11,8; 34,6±17,3 та 40,3±10,6 %, у порівнянні із контролем (25,4±1,8 мкмоль G–SH/хв мг білка).

Отже, нами встановлено, що активність глутатіонпероксидази знижується на всіх досліджуваних стадіях розвитку зародків за різної тривалості випромінювання (ГПЕ=6,9 мкВт/см2, SAR=1,1 Вт/кг). Найчутливішою до цього впливу виявилася стадія 64 бластомерів, на якій спостерігалось зниження активності ензиму на 60–75 %, порівняно з контролем. Слід відмітити, що на відміну від зростання активностей СОД і КАТ на стадії 10 поділу, активність ГПО знижувалась.
При дослідженні впливу ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=30,1 мкВт/см2, SAR=0,99 Вт/кг) на активність ГПО встановлено, що в зародків в’юна, опромінених протягом 1, 5, 10 та 20 хв, активність ферменту також достовірно знижується, порівняно з контролем, на досліджуваних стадіях розвитку (рис. 3.27). Так, на стадії 2 бластомерів за тривалості опромінення 1 та 20 хв відбувається зниження активності ГПО на 34,4±11 та 38,8±16 %, в порівнянні з контролем і, відповідно, становить 27,5±2,3 та 25,7±3,7 мкмоль G–SH/хв мг білка (рис. 3.27, рис. 3.28). У контрольних зразках активність ГПО становить 41,9±3 мкмоль G–SH/хв мг білка. Вплив ЕМВ протягом 5 та 10 хв викликає зниження досліджуваного показника на 23,8±9,6 % та 24,3±9,2 %, що досягає рівня 32±2 та 31,8±1,9 мкмоль G–SH/хв мг білка.
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Рис. 3.27. Активність глутатіонпероксидази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Аналогічну тенденцію зміни активності ГПО за впливу ЕМВ радіодіапазону спостерігали і на стадії 16 бластомерів. Опромінення протягом 1 та 20 хв викликало зниження глутатіонпероксидазної активності на 39,1±6,7 % та 38,3±8,9 %, що становить 30,5±1 та 30,9±2,1 мкмоль G–SH/хв мг білка в досліджуваних зразках, відповідно, тоді як у контролі досягає рівня 50±2,9 мкмоль G–SH/хв мг білка. За 5- та 10-ти хвилинного опромінення досліджуваний показник знижувався на 44,5±8,3 % та 43,2±6,9 % відповідно, порівняно з контролем (рис. 3.27, рис. 3.28).
На стадії 64 бластомерів зародків в’юна активність ГПО в контролі становить 42,1±2,4 мкмоль G–SH/хв мг білка. За впливу ЕМВ протягом 1, 5 та 10 хв досліджуваний показник досягає рівня 28,9±2,2; 30,1±2,9 та 28,7±3,4 мкмоль G–SH/хв мг білка, що є на 31,3±9,5; 28,5±11,1 та 31,8±13,1 % менше, ніж у контрольних зразках. Збільшення тривалості опромінення до 20 хв призводить до зниження активності ензиму лише на 14±10,5 %, порівняно з контролем і становить 36,2±3,2 мкмоль G–SH/хв мг білка (рис. 3.27, рис. 3.28).
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Рис. 3.28. Зміни активності глутатіонпероксидази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).

Глутатіонпероксидазна активність на стадії 8 поділу бластомерів за тривалості опромінення 1 хв становить 30,1±2,5 мкмоль G–SH/хв мг білка, що у відсотковому значенні відповідає зниженню на 34,8±9,7 %, тоді як у контролі цей показник досягає рівня 46,2±2,3 мкмоль G–SH/хв мг білка. Активність ГПО знижується на 33,9±7,9 % за 5-ти хвилинної експозиції і становить 30,5±1,9 мкмоль G–SH/хв мг білка. Досліджуваний показник у зародків знижувався на 36,8±8,6 % за впливу ЕМВ тривалістю 10 хв та на 27,8±6,5 % після тривалості опромінення 20 хв, порівняно з контролем, і становив 29,2±2 та 33,4±1,4 мкмоль G–SH/хв мг білка, відповідно (рис. 3.27, рис. 3.28).
На стадії 10 поділу бластомерів зародків в’юна активність ГПО в контрольних зразках становить 41,8±3 мкмоль G–SH/хв мг білка. За тривалості опромінення 1, 5, 10 та 20 хв досліджуваний показник досягає рівня 28±1,2; 26,6±2,1; 24,9±2,9 та 27,3±2,9 мкмоль G–SH/хв мг білка, що є на 33,1±8,3; 36,4±10,6; 40,4±13,7 та 34,7±12,7 % менше, ніж у контролі (рис. 3.27, рис. 3.28).
Отже, за впливу ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=6,9 та 30,1 мкВт/см2; SAR=1,1 та 0,99 Вт/кг) активність ГПО знижувалась на всіх досліджуваних стадіях розвитку зародків в’юна.

За впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування протягом 1, 5 та 10 хв не встановлено достовірних змін активності ГПО на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів. Однак на стадії 10 поділу бластомерів за тривалості опромінення 5 та 10 хв відмічено достовірне зниження глутатіонпероксидазної активності (рис. 3.29).
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Рис. 3.29. Активність глутатіонпероксидази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв на стадії 2 бластомерів призводить до достовірного зниження активності ГПО на 35,2±8,7 %, у порівнянні з контролем, і становить 27,2±1,4 мкмоль G–SH/хв мг білка (рис. 3.29, рис. 3.30). У зародків в’юна на стадії 16 бластомерів опромінення такої ж тривалості викликає зниження глутатіонпероксидазної активності на 30,2±10,7 % (34,9±3,1 мкмоль G–SH/хв мг білка), тоді як у контролі 50±2,9 мкмоль G–SH/хв мг білка.
Досліджуваний показник досягає рівня 28,6±2 мкмоль G–SH/хв мг білка на стадії 64 бластомерів за тривалості опромінення 20 хв, що на 32,1±9 % менше, ніж у контрольних зразках. Активність ГПО на стадії 8 поділу бластомерів після впливу ЕМВ такої ж тривалості становить 30,9±2,6 мкмоль G–SH/хв мг білка, що на 33,1±9,6 % менше відповідного показника в контролі (рис. 3.29, рис. 3.30).
ЕМВ радіодіапазону тривалістю 5 та 10 хв викликає аналогічні ефекти на стадії 10 поділу бластомерів. Встановлено достовірне зниження активності ГПО на 28,9±9,4 %, відносно контрольних значень, а досліджуваний показник сягав рівня 29,8±1,7 мкмоль G–SH/хв мг білка, тоді як у контролі активність ГПО становить 41,8±3 мкмоль G–SH/хв мг білка. Збільшення тривалості опромінення до 20 хв викликає зниження активності ензиму на 37,1±12,2 %, що відповідає 26,3±2,6 мкмоль G–SH/хв мг білка (рис. 3.29, рис. 3.30). ЕМВ за тривалості експозиції 1 хв не викликає достовірних змін ензиматичної активності ГПО.
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Рис. 3.30. Зміни активності глутатіонпероксидази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за  100 %).
Таким чином, активність ГПО достовірно знижується за впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв упродовж ембріогенезу. Однак не встановлено істотних змін в активності ензиму за тривалості опромінення 1, 5 та 10 хв на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів. На стадії 10 поділу відмічено вірогідне зниження досліджуваного показника за 5-, 10- та 20-ти хвилинного опромінення.

Отже, ЕМВ радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2) пригнічує активність ГПО під час ембріогенезу зародків в’юна. Такий ж самий ефект встановлено за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування тривалістю 20 хв. 
Зростання вмісту продуктів ліпопероксидації свідчить про те, що ЕМВ радіодіапазону спричиняє розвиток оксидативного стресу. Такі негативні наслідки знешкоджуються антиоксидантами за фізіологічних умов, але за впливу ЕМВ порушується злагоджене функціонування ключових ензимів системи АОЗ. Внаслідок цього зазнає істотних змін баланс між прооксидантами та компонентами системи АОЗ саме за інтенсифікації пероксидного окиснення ліпідів упродовж ембріогенезу.
3.3. АТФ-гідролазна активність зародків в’юна впродовж ембріогенезу
На мікросомальних фракціях мембран зародків в’юна встановлено закономірні зміни активності Na+, K+–АТФ-ази [34]. Ця активність є низькою або відсутня в незаплідненій яйцеклітині, а після запліднення різко збільшується та залишається на тому ж рівні до стадії ранньої бластули. Відмічено зростання активності Na+, K+–АТФ-ази протягом 5 годин розвитку зародків, на стадії 8 поділу бластомерів показник досягає максимального значення, а на стадії 10 поділу, активність Na+, K+–АТФ-ази дещо знижується [87, 88]. Крім того показано, що протягом кожного клітинного циклу дроблення бластомерів активність Na+, K+–АТФ-ази періодично змінюється: вона максимальна в інтерфазі, а під час мітозу спадає [13, 15, 53]. 
В ооцитів шпорцевої жаби встановлено потенціалозалежність Na+, K+–АТФ-ази [306]. Однак відомі й інші фактори регуляції активності помпи, пов’язані зі змінами функціонального стану плазматичної мембрани зародків, зокрема, співвідношення ліпід/протеїн [58, 91], яке змінюється протягом клітинного циклу дроблення.
Зміна ліпідного мікрооточення внаслідок процесів пероксидного окиснення ліпідів може впливати на активність мембранозв’язаних ферментів [109, 124, 222]. Відомо, що Na+, K+–АТФ-аза є чутливою до АФО і безпосередньо бере участь в оксидативному стресі [222]. Низкою досліджень встановлено, що фермент характеризується різною чутливістю до окисників: АТФ-аза є стійкою до дії супероксид-аніона, відносно стійкою до пероксиду гідрогену, але дуже чутливою до гідроксильного радикала [124, 222].

3.3.1. Дослідження впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна. Вивчення активності Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин прісноводної риби в’юна, як системи енергозалежного транспортування іонів Na+, K+ у регуляції функціональної відповіді клітини, дасть можливість поглибленого розуміння механізмів біологічної дії ЕМВ радіодіапазону.
Результати вимірювання активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі розмови (ГПЕ=6,9 та 30,1 мкВт/см2) представлені у вигляді графіків (рис. 3.31–3.42). Вони відображають значення активності Na+, K+–АТФ-ази (у мкмоль Рі/год на 1 мг білка) на різних стадіях розвитку зародків упродовж періоду синхронних дроблень бластомерів в’юна.

Отримані нами результати свідчать, що електромагнітне випромінювання радіочастотного діапазону знижує активність Na+, K+–АТФ-ази зародків у період синхронних поділів. Активність Na+, K+–АТФ-ази плазматичних мембран зародків на стадії 2-х бластомерів становить 11,6±0,82 мкмоль Рі/год на 1 мг білка (n=10). Встановлено, що вплив ЕМВ на зародкові клітини, відразу після запліднення, протягом 1, 5, 10 та 20 хв зумовлює достовірне зниження активності фермента вже на стадії 2 бластомерів (рис. 3.31) і становить, відповідно 4,58±0,2; 5,42±0,2; 4,16±0,1 та 2,84± 0,1 мкмоль Рі/год на 1 мг білка (n = 10, P<0,001). 
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Рис. 3.31. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу. 
На стадії 16 бластомерів за тривалості опромінювання 1 хв, активність фермента знижувалась на 44,3±10 %, у порівнянні з контролем, і становила 7,7±0,1 мкмоль Рі/ год на 1 мг білка (n=8). Достовірне зниження активності АТФ-ази спостерігали і при збільшення експозиції до 5, 10 та 20 хв на 51,1±10,1; 63,6±9,8 та 47,5±9,7 %, а це 6,8±0,3; 5,05±0,2 та 7,3±0,3 мкмоль Рі/год·на 1 мг білка, відповідно (рис. 3.31, рис. 3.32).

На стадії 64 бластомерів за впливу ЕМВ тривалістю 1 хв спостерігається інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази зародків на 36,1±6 %, порівняно з контролем, що становить 9,8±0,2 мкмоль Рі/год на 1 мг білка. У контрольних зразках активність фермента відповідає 15,3±0,8 мкмоль Рі/год на 1 мг білка. Опромінення зародків мобільним телефоном тривалістю 5 хв призводить до зниження активності досліджуваного ензиму на 45,2±6,2 % (8,4±0,2 мкмоль Рі/год на 1 мг білка), а 20 хв – на 40,6±5,7 % (9,1±0,1 мкмоль Рі/год на 1 мг білка). Найбільш виражене зниження активності АТФ-ази відмічено за тривалості випромінювання 10 хв на 54,5±5,8 % відносно контролю, відповідно активність ензиму становила 6,94±0,1 мкмоль Рі/ год на 1 мг білка (n=8) (рис. 3.31). 

На стадії 8 поділу бластомерів за впливу ЕМВ радіодіапазону різної тривалості, активність досліджуваної АТФ-ази достовірно знизилась, порівняно з контролем. ЕМВ тривалістю 1 хв призводить до інгібування Na+, K+–АТФ-ази на 66,9±5,4 % (5,9±0,2 мкмоль Рі/год на 1 мг білка) відносно контролю, де цей показник становить 17,9±0,7 мкмоль Рі/год на 1 мг білка. За впливу ЕМВ тривалістю 5, 10 та 20 хв відбувається зниження активності АТФ-ази на 61,1±5 %; 74,8±4,6 %; 79,8±5,4 %, що становить 6,9±0,2; 4,5±0,1 та 3,6±0,1 мкмоль Рі/год на 1 мг білка, відповідно.
На останній з досліджуваних стадій (6 год розвитку) зародків в’юна за тривалості опромінення 1, 5, 10 та 20 хв спостерігається зниження активності Na+, K+–АТФ-ази на 66–69±9 %, відносно контролю, що відповідно становить 4,84–5,38 мкмоль Рі/ год на 1 мг білка (n=8) (рис. 3.31, рис. 3.32).
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Рис. 3.32. Зміни активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %).
У результаті проведених досліджень встановлено, що ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=30,1 мкВт/см2; SAR=0,99 Вт/кг) спричиняє достовірне зниження активності Na+, K+–АТФ-ази на всіх досліджуваних стадіях поділу бластомерів (рис. 3.33), порівняно з контролем. Так, на стадії 2 бластомерів вплив ЕМВ протягом 1, 5 та 10 хв призводить до зменшення активності АТФ-гідролази на 47,4±7,8 %, 47,9±7,9 %, 45,8±7,5 % відносно контролю (рис. 3.34). За 20-ти хвилинного опромінення активність досліджуваного показника знижується на 61,7±8 % (4,4±0,2 мкмоль Рі/год на 1 мг білка), щодо контролю. 
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Рис. 3.33. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
Аналогічну тенденцію змін активності ферменту за впливу ЕМВ спостерігали і на стадії 16 бластомерів. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків за експозиції 1, 5, 10 та 20 хв вірогідно зменшується відносно контролю на 38,3±10 %, 29,8±9,9 %; 30,1±11 %, 36,1±9,6 %, відповідно (рис. 3.34).
Встановлено, що на стадії 64 бластомерів за тривалості опромінення 1, 5, 10 хв активність АТФ-ази знижується на 38,3±5,8 %, 33,8±10,9 %, 43,4±7,7 %, відносно контролю. За 20-ти хвилинного опромінення на даному етапі розвитку, активність АТФ-гідролази досягає рівня 12,3±0,2 мкмоль Рі/год на 1 мг білка, що на 19,5±5,7 % менше відповідного значення в контролі.
На стадії 8 поділу бластомерів за тривалості опромінення 1, 5, 10 та 20 хв відбувається зниження активності Na+, K+–АТФ-ази на 55,8±5,9 %, 51,9±5,6 %; 44,7±5,6 % та 32,4±4 %, відповідно. На стадії 10 поділу бластомерів зародків в’юна спостерігається подібна тенденція змін активності Na+, K+–АТФ-ази, як і на початкових етапах ембріогенезу. Зокрема, за впливу ЕМВ тривалістю 1; 5; 10 та 20 хв відмічено вірогідне зниження активності ензиму до рівня 9,9±0,1; 9,6±0,3; 10,8±0,5 та 10±0,3 мкмоль Рі/год на 1 мг білка, що становить 37,3±8,4 %, 39,3±8,8 %, 32±9,6 %, 36,8±8,9 % відповідних значень в контролі (рис. 3.33, рис. 3.34).
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Рис. 3.34. Зміни активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %).
Отже, ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=6,9; 30,1 мкВт/см2, SAR=1,1; 0,99 Вт/кг) достовірно інгібує активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна впродовж ембріогенезу.
Після проведених досліджень встановлено, що за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв, активність Na+, K+–АТФ-ази знижується на стадіях розвитку 2 і 16 бластомерів, порівняно з контролем (рис. 3.35). Відповідно спостерігається інгібування досліджуваної АТФ-ази на 29,3±7,3 % та 45,6±9,6 %, відносно контролю (рис. 3.36). Однак опромінення тривалістю 1, 5 та 10 хв не викликало достовірних змін активності ензиму.

Встановлено, що на наступних досліджуваних стадіях ембріогенезу (64; 256; 1024 бластомери) активність Na+, K+–АТФ-ази достовірно знижується за впливу ЕМВ тривалістю 5; 10 та 20 хв. Зокрема, на стадії 64 бластомерів за експозиції 5; 10 та 20 хв активність ферменту достовірно зменшується на 15,3±6,1 %; 23,2±5,9 % та 38,2±5,8 %, щодо контролю (рис. 3.36). 
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Рис. 3.35. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1; 5; 10 та 20 хв упродовж ембріогенезу.
ЕМВ тривалістю 5, 10 та 20 хв має найбільш інгібуючий вплив на АТФ-гідролазу на стадії 256 бластомерів, що зумовлює зниження досліджуваного показника на 35±6,8 %; 48,5±4,2 % та 57,8±6,3 %, відповідно. Тоді як опромінення зародків мобільним телефоном у режимі очікування протягом 1 хв, одразу після запліднення, не викликає достовірних змін активності Na+, K+–АТФ-ази протягом ембріогенезу. На останній з досліджуваних стадій після опромінення тривалістю 5, 10 та 20 хв активність ензиму знижується на 33–35±8 %, порівняно з контролем (рис. 3.36).
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Рис. 3.36. Зміни активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) різної тривалості на ранніх етапах розвитку зародків в’юна (контроль прийнято за 100 %).

Отже, ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) протягом 1 хв не викликає достовірних змін активності Na+, K+–АТФ-ази. Однак 20-ти хвилинне опромінення призводить до такого ж ефекту впливу на функціонування даного ферменту, як і дія ЕМВ з більшою величиною ГПЕ (6,9; 30,1 мкВт/см2) на всіх досліджуваних стадіях розвитку. Вплив опромінення (1,7 мкВт/см2) тривалістю 5; 10 та 20 хв спричиняє зниження активності АТФ-гідролази на стадіях розвитку 64; 256; 1024 бластомерів, що можливо корелює із внутрішньоклітинними процесами зародків в’юна.
3.3.2. Порівняльний аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна. Одним із завдань дослідження було встановити вплив ЕМВ радіодіапазону із різними значеннями величин ГПЕ та SAR на зміни активності Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна.

Встановлено, що ЕМВ (6,9 мкВт/см2, 1,1 Вт/кг; 30,1 мкВт/см2, 0,99 Вт/кг) досліджуваної тривалості викликає достовірне зниження активності Na+, K+–АТФ-ази зародків вже на стадії 2 бластомерів (рис. 3.37). Однак за впливу ЕМВ (30,1 мкВт/см2), активність АТФ-гідролази знижується на 45–61 %, а з ГПЕ=6,9 мкВт/см2 – спостерігається інгібування досліджуваного ензиму на 53–75 %, щодо контролю.

ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) не викликає достовірних змін активності АТФ-ази за тривалості опромінення 1; 5 та 10 хв. Проте 20-ти хвилинне опромінення призводить до зниження активності даного ензиму на 29,3±5,5 %, відносно контролю. Згідно із порівняльним аналізом різниця в активності досліджуваної АТФ-ази за впливу опромінення мобільними телефонами в режимі розмови протягом 1, 10 та 20 хв із різним значенням ГПЕ та SAR є також достовірною. Мобільний телефон у режимі розмови із значенням ГПЕ 6,9 мкВт/см2 та SAR 1,1 Вт/кг призводить до інгібування Na+, K+–АТФ-ази на 51–65 %, щодо величини активності ензиму за впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) (рис. 3.37).
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Рис. 3.37. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 2 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону різної тривалості.

* – Р<0,05; ** – Р<0,01; *** – Р<0,001 – тут і надалі достовірні зміни, порівняно з контролем; $ – Р<0,05; $$ – Р<0,01; $$$ – Р<0,001 – тут і надалі достовірні зміни між показниками за впливу ЕМВ з ГПЕ 30,1 та 6,9 мкВт/см2 – Sony Ericsson та Nokia (режим розмови); # – Р<0,05; ## – Р<0,01; ### – Р<0,001 – тут і надалі достовірні зміни між показниками за впливу ЕМВ з ГПЕ 1,7 та 6,9 мкВт/см2 – Nokia в режимі очікування та розмови.

На стадії 16 бластомерів (рис. 3.38) тенденція зниження активності Na+, K+–АТФ-ази за впливу ЕМВ радіодіапазону з різними значеннями ГПЕ та коефіцієнта питомого поглинання електромагнітної енергії зберігається. Зокрема, при експозиції опромінення мобільним телефоном із ГПЕ 30,1 мкВт/см2, активність ферменту знижується на 30–38 %, а при ГПЕ 6,9 мкВт/см2　–　на 44–63 %, щодо контролю. 
ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) лише за тривалості 20 хв призводить до достовірного зниження активності АТФ-гідролази на 45,6±9,6 %, відносно контролю. Спостерігається також достовірна різниця в зменшенні активності АТФ-ази при дії джерела ЕМВ (ГПЕ=6,9 мкВт/см2 та 30,1 мкВт/см2) за різної тривалості опромінення. Статистично вірогідна різниця в активності (зниження на 40–56 %) за впливу ЕМВ (1,7 та 6,9 мкВт/см2) була встановлена при експозиції 1, 5 та 10 хв (рис. 3.38).
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Рис. 3.38. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 16 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону різної тривалості.
У контролі на стадії 64 бластомерів (рис. 3.39) зазначено підвищення активності, порівняно з попередніми стадіями до рівня 15,3±0,8 мкмоль Рі/год на 1 мг білка. За впливу ЕМВ радіодіапазону досліджуваної тривалості із значенням ГПЕ 6,9 та 30,1 мкВт/см2 відмічено зниження активності АТФ-ази на 36–54 % та 20–43 %, відповідно. 
Слід відмітити, що мобільний телефон у режимі очікування (1,7 мкВт/см2) на стадії 64 бластомерів призводить до достовірного зниження активності АТФ-гідролази за тривалості опромінення 5, 10 та 20 хв на 15,3±6,1 %, 23,2±5,9 %, 38,2±5,8 %, щодо контролю. Характер змін за такої тривалості опромінення може бути пов’язаний з будовою зародка, який на стадії 64 бластомерів стає двошаровим.
На наступних досліджуваних стадіях також спостерігається інгібування Na+, K+–АТФ-ази за впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2). Ці зміни, ймовірно, пов’язані з тим, що на даних етапах розвитку відбувається десинхронізація поділу зародкових клітин, що може призвести до автономізації метаболічних процесів [78]. 
Порівняльний аналіз між активностями ензиму за тривалості опромінення 5, 10 та 20 хв з різними значеннями ГПЕ встановив достовірну різницю. ЕМВ радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) протягом 1, 5 та 10 хв призводить до інгібування Na+, K+–АТФ-ази на 35–40 %, щодо величини активності фермента за впливу джерела ЕМВ із значенням ГПЕ 1,7 мкВт/см2 (рис. 3.39).
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Рис. 3.39. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 64 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону різної тривалості.
На стадії 256 бластомерів за впливу опромінення зародків в’юна мобільним телефоном із коефіцієнтом SAR рівним 0,99 Вт/кг та ГПЕ 30,1 мкВт/см2, активність ензиму знижується на 30–55 %, щодо контролю (рис. 3.40). Вплив ЕМВ (SAR=1,1 Вт/кг; ГПЕ=6,9 мкВт/см2) призводить до інгібування активності досліджуваного фермента на 61–80 %. ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 5, 10 та 20 хв призводить до зниження активності АТФ-гідролази на 35±6,8 %, 48,5±4,2 % та 57,8±6,3 %, щодо контролю. Встановлено статистично достовірну різницю між активностями фермента за впливу ЕМВ (ГПЕ=6,9 мкВт/см2 та 30,1 мкВт/см2) різної тривалості. Також ЕМВ (6,9 мкВт/см2) призводить до інгібування Na+, K+–АТФ-ази на 40–64 %, щодо величини активності фермента за впливу джерела опромінення із значенням ГПЕ 1,7 мкВт/см2.
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Рис. 3.40. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 256 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону різної тривалості.
На останній з досліджуваних стадій (рис. 3.41) спостерігається дещо відмінна картина, зокрема, за впливу ЕМВ радіодіапазону з різними значеннями ГПЕ та тривалості опромінення, тенденція змін залишалась однаковою. Величина активності фермента знижується і залишається на одному рівні за впливу ЕМВ із ГПЕ 30,1 мкВт/см2 на 32–39 %, щодо контролю. Проте відмічено інгібування АТФ-ази на 66–69 % за впливу ЕМВ радіодіапазону із меншим значенням ГПЕ. Дія ЕМВ (режим очікування) тривалістю 1 хв не викликає достовірних змін активності фермента, відносно контролю. Однак за впливу опромінення (1,7 мкВт/см2) тривалістю 5, 10 та 20 хв активність фермента знижується на 33–35 %, порівняно з контролем. Встановлено достовірне інгібування АТФ-ази за впливу ЕМВ (6,9 мкВт/см2) на 50–62 %, щодо величини активності ензиму за дії джерела ЕМВ з ГПЕ 1,7 мкВт/см2.
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Рис. 3.41. Активність Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 1024 бластомери за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону різної тривалості.
Отже, встановлено, що характер змін активності ензиму зберігається за впливу ЕМВ з різними значеннями ГПЕ та SAR. Отримані дані вказують, що електромагнітні хвилі мобільних телефонів, як у режимі розмови, так і в режимі очікування пригнічують активність Na+, K+–АТФ-ази.

3.3.3. Кінетичні властивості Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. Нами встановлено зниження ензиматичної активності Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону. Проте біофізичні механізми, що ведуть до змін функціональної активності АТФ-гідролази не відомі. Для з’ясування можливого механізму, що лежить в основі цих змін, проведено визначення основних кінетичних параметрів Na+, К+–активованого, Mg2+–залежного гідролізу (рис. 3.42–3.50).
Шляхом лінеаризації одержаних кривих залежності активності Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин в’юна від концентрації АТФ у середовищі інкубації в координатах Лайнуіверка-Берка, визначено каталітичні параметри Na+, K+–активованого, Mg2+–залежного гідролізу Атф у мікросомній фракції мембран зародків в’юна протягом ембріогенезу (табл. 3.1–3.9).
Нами було проведено дослідження зміни кінетики гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою на стадіях розвитку 2, 64 та 1024 бластомерів зародків в’юна. Для визначення кінетичних параметрів на стадії 2 бластомерів за тривалості опромінення 5 та 20 хв (6,9 мкВт/см2) проведено лінеаризацію отриманих залежностей в координатах Лайнуівера–Берка (рис. 3.42) [35, 88].
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Рис. 3.42. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 2 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
За допомогою регресійного аналізу розраховано такі основні кінетичні параметри як Кm та Vmax (табл. 3.1). Встановлено, що абсолютні значення Кm та Vmax знижуються, що є характерною ознакою безконкурентного типу інгібування ензиму [35]. Зокрема, зниження значень максимальної швидкості та константи Міхаеліса для опромінених зразків вказує, що ЕМВ впливає на роботу каталітичного центру і ділянки зв’язування субстрату з ензимом [35]. 
Таблиця 3.1

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 2 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону 
(6,9 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 
експерименту
Досліджувані

показники
	Контроль
	5 хв
	20 хв

	Кm, мM
	1,48±0,11
	0,61±0,23*
	1,02±0,27

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	18,42±2,08
	4,14±0,97***
	2,96±0,8***


Тут і надалі: * – відмінність між показниками контрольної та опроміненими групами вірогідна (Р<0,05); ** – (Р<0,01); *** – (Р<0,001).
Значення кінетичних параметрів Na+, K+–АТФ-ази на стадії 64 бластомерів за впливу ЕМВ тривалістю 5 та 20 хв також суттєво відрізняються від цих величин у контрольних зразках (рис. 3.43).
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Рис. 3.43. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 64 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
Встановлено, що величина Кm за тривалості опромінення 5 та 20 хв істотно не відрізняється, щодо контролю (табл. 3.2). Максимальні швидкості гідролізу АТФ за тривалості опромінення 5 хв (Vmax=9,67±4,38 мкмоль Рі/год на 1 мг білка) та 20 хв (Vmax=6,81±3,14 мкмоль Рі/год на 1 мг білка) зменшуються у 3,5 та 4,9 раза, відповідно (табл. 3.2).
Таблиця 3.2

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 64 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону 

(6,9 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 

експерименту
Досліджувані 

показники
	Контроль
	5 хв
	20 хв

	Кm, мM
	3,22±0,26
	2,61±0,45
	1,36±0,46

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	33,56±6,64
	9,67±4,38*
	6,81±3,14**


На останній з досліджуваних стадій розвитку відмічено аналогічну тенденцію змін значень кінетичних параметрів, як і на попередніх етапах ембріогенезу. Криві залежностей {1/V; 1/АТФ} на стадії 1024 бластомерів представлені на рис. 3.44.
Встановлено, що константа спорідненості Na+, K+–АТФ-ази до АТФ у зародків в’юна за тривалості опромінення 5 та 20 хв на даному етапі розвитку більша, порівняно з контролем (табл. 3.3). Гідроліз АТФ відбувається практично з однаковою швидкістю (Vmax=6,05±0,69 та 5,74±0,59 мкмоль Рі/год на 1 мг білка), що в 3,8–4 раза повільніше, ніж у контролі (табл. 3.3).
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Рис. 3.44. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 1024 бластомери за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
Таблиця 3.3

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 1024 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 
експерименту

Досліджувані 
показники
	Контроль
	5 хв
	20 хв

	Кm, мM
	2±0,07
	1,35±0,12***
	0,86±0,1***

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	23,09±4,26
	6,05±0,69**
	5,74±0,59**


Встановлено залежність активності Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин в’юна від концентрації АТФ і за впливу ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) тривалістю 1, 5, 10 та 20 хв (рис. 3.45–3.47). 
На стадії 2 бластомерів за тривалості опромінення 1, 5 та 20 хв спорідненість ензиму до АТФ істотно не відрізняється, щодо контролю (рис. 3.45, табл. 3.4). Однак після 10- хвилинного опромінення вона зростає і становить 1,08. За впливу ЕМВ протягом 1, 5, 10 та 20 хв на даному етапі розвитку зародків значення Vmax знижується у 2,4; 3; 2,3 та 4,2 раза, відповідно, порівняно з контролем (табл. 3.4).
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Рис. 3.45. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 2 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка. 

Таблиця 3.4

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 2 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону 

(30,1 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 
експерименту
   Досліджувані 
показники
	Контроль
	1 хв
	5 хв
	10 хв
	20 хв

	Кm, мM
	1,48±0,11
	1,89±0,24
	0,93±0,25
	1,08±0,13*
	1,2±0,2

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	18,42±2,08
	7,56±1,79**
	6,23±1,54***
	8,09±1,05**
	4,54±0,89***


Встановлено, що за впливу ЕМВ радіодіапазону тривалістю 1, 5 та 10 хв Na+, K+–АТФ-аза зародків в’юна на стадії 64 бластомерів має вищу спорідненість до АТФ (Кm дорівнюють 2,02±0,08; 1,81±0,19; 1,46±0,19, відповідно), порівняно з контролем (рис. 3.46).
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Рис. 3.46. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 64 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
ЕМВ досліджуваної тривалості на даному етапі розвитку призводить до зниження максимальних швидкостей гідролізу АТФ у 2,2; 2,6 та 3,8 разів, відповідно (табл. 3.5). Однак за 20-ти хвилинного опромінення величини Кm та Vmax істотно не відрізняються, щодо контролю.
Таблиця 3.5

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 64 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону 

(30,1 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 

експерименту

Досліджувані 

показники
	Контроль
	1 хв
	5 хв
	10 хв
	20 хв

	Кm, мM
	3,22±0,26
	2,02±0,08**
	1,81±0,19**
	1,46±0,19***
	2,99±0,42

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	33,56±6,64
	15,31±1,2*
	12,95±2,45*
	9,51±1,83**
	18,59±7,72


На стадії 10 поділу бластомерів Na+, K+–АТФ-аза зародків в’юна має нижчу спорідненість до АТФ за тривалості опромінення 1 хв, порівняно з контролем. Na+, K+–помпа має вищу спорідненість до АТФ у два рази за впливу опромінення тривалістю 20 хв, порівняно з контролем (рис. 3.47, табл. 3.6). ЕМВ тривалістю 1 та 20 хв на стадії 1024 бластомерів призводить до істотного сповільнення гідролізу АТФ у 1,6–2 рази, порівняно з контролем (табл. 3.6).
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Рис. 3.47. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 1024 бластомери за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
Таблиця 3.6

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 1024 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 
експерименту
Досліджувані 

показники
	Контроль
	1 хв
	5 хв
	10 хв
	20 хв

	Кm, мM
	2±0,07
	2,54±0,27***
	1±0,17
	1,98±0,23
	0,99±0,07***

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	23,09±4,26
	14,29±3,79*
	10,54±1,76
	14,27±3,24
	11,76±0,86*


Для з’ясування можливого механізму зміни активності Na+, К+–помпи зародків за впливу ЕМВ, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування, проведено кінетичний аналіз властивості АТФ-ази (рис. 3.48–3.50). Розрахунок кінетичних параметрів oуабаїнчутливої Na+, K+–АТФ-азної активності свідчить, що константа спорідненості до АТФ зменшується за тривалості опромінення 5 та 10 хв у 1,3 раза, порівняно з контролем (табл. 3.7). Однак вона залишається в межах контрольних значень при експозиції ЕМВ протягом 1 та 20 хв.
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Рис. 3.48. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 2 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
Гідроліз АТФ за впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв відбувається в 1,8 раза повільніше, порівняно з контролем. За меншої тривалості експозиції ЕМВ (1, 5 та 10 хв) максимальні швидкості гідролізу АТФ істотно не відрізняються, щодо контролю (табл. 3.7). Варто відмітити, що така тривалість опромінення не призводить до достовірних змін питомої активності досліджуваного ензиму на стадії 2 бластомерів.
Таблиця 3.7
Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 2 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону 
(1,7 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови 

експерименту
Досліджувані 
показники
	Контроль
	1 хв
	5 хв
	10 хв
	20 хв

	Кm, мM
	1,48±0,11
	1,34±0,07
	1,9±0,07*
	1,89±0,04*
	1,32±0,16

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	18,42±2,08
	15,06±0,98
	18,08±1,34
	16,34±0,59
	10,04±1,59*


Отже, константа спорідненості Na+, K+–АТФ-ази до АТФ у зародків в’юна за тривалості опромінення 5 та 10 хв вища у 1,3 раза, порівняно із контролем, а максимальні швидкості гідролізу АТФ істотно не відрізняються від контролю. Аналізуючи одержані дані (з урахуванням кінетичних параметрів), ми дійшли висновку, що за впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 5 та 10 хв на стадії 2 бластомерів інгібування активності Na+, K+–ATФ­ази відбувається не за рахунок зменшення числа обертів ензиму, а внаслідок зниження спорідненості оуабаїнчутливої Na+, K+–АТФ-ази до АТФ.
На стадії 64 бластомерів за впливу ЕМВ тривалістю 5, 10 та 20 хв спорідненість Na+, K+–помпи до АТФ більша у 1,6; 1,4 та 2 рази, щодо контролю (рис. 3.49, табл. 3.8). 
Для максимальних швидкостей гідролізу АТФ характерна тенденція до зниження із зростанням тривалості опромінення. Зокрема, за впливу ЕМВ протягом 20 хв величина Vmax істотно зменшується у 2,9 раза, щодо контролю (табл. 3.8).
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Рис. 3.49. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 64 бластомерів за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.
Таблиця 3.8

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 64 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону 

(1,7 мкВт/см2) (M ± m, n = 7–10)
	Умови експерименту
Досліджувані 

показники
	Контроль
	1 хв
	5 хв
	10 хв
	20 хв

	Кm, мM
	3,22±0,26
	2,9±0,15
	2,01±0,22**
	2,24±0,05**
	1,56±0,16***

	Vmax, мкмоль Рі/год∙мг білка
	33,56±6,64
	27,78±4,05
	17,3±3,76
	19,8±1,03
	11,63±1,85*


Встановлено, що Na+, K+–АТФ-аза зародків в’юна на стадії 1024 бластомерів за впливу ЕМВ радіодіапазону тривалістю 1, 5, 10 та 20 хв має меншу спорідненість до АТФ, порівняно з контролем (рис. 3.50, табл. 3.9). Зокрема, Кm у зародків в’юна вища у 1,5; 1,3; 1,8 та 1,9 раза відповідно, в порівнянні із контролем.
[image: image63.emf]1024 бластомери

-0,5

0

0,5

1

1,5

2

-4 -2 0 2 4 6 8 10 12

1/АТФ

1/V

контроль

1 хв

5 хв

10 хв

20 хв


Рис. 3.50. Лінеаризація концентраційних кривих реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна на стадії 1024 бластомери за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) графічним методом Лайнуівера-Берка.

Розрахунок кінетичних параметрів oуабаїнчутливої Na+, K+–АТФ-азної активності на стадії 10 поділу бластомерів свідчить, що максимальні швидкості гідролізу АТФ зародків в’юна за впливу ЕМВ радіодіапазону істотно не відрізняються, щодо контролю (табл. 3.9). 

Таблиця 3.9

Кінетичні параметри Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на стадії 1024 бластомерів у контролі та за впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2)  (M ± m, n = 7–10)
	Умови

експерименту
Досліджувані 

показники
	Контроль
	1 хв
	5 хв
	10 хв
	20 хв

	Кm, мM
	2±0,07
	3,07±0,06***
	2,67±0,22*
	3,64±0,29***
	3,78±0,29***

	Vmax, мкмоль Рі/год на 1 мг білка
	23,09±6,26
	29,5±1,88
	17,64±3,84
	22,94±6,57
	19,57±5,66


Отже, за інтерпретації одержаних даних (з урахуванням кінетичних параметрів), ми дійшли висновку, що на стадії 10 поділу бластомерів за впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) інгібування активності Na+, K+–АТФ-ази відбувається не за рахунок зменшення числа обертів ензиму, а внаслідок зниження спорідненості оуабаїнчутливої Na+, K+–АТФ-ази до АТФ.
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 (1,7; 6,9 та 30,1 мкВт/см2) різної тривалості. 

3.4. Дисперсійний аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону на стан прооксидантно-антиоксидантної системи та функціонування АТФ-гідролази зародків в’юна Misgurnus fossilis L.
Для визначення причин від яких більше залежать зміни показників процесів ПОЛ, активності ензимів АОС, Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу зародків в’юна, ми вважали за доцільне кількісно оцінити вплив ЕМВ та тривалості розвитку. У цьому дослідженні доводиться мати справу з впливом багатьох факторів (як зазначених вище, так і неврахованих в експериментах). Одним із адекватних методів оцінки впливу досліджуваних чинників і їх взаємодії є двофакторний дисперсійний аналіз, що дає змогу оцінити мінливість показників.

Для з’ясування сумарного впливу фактора часу (тривалості розвитку) та ЕМВ радіодіапазону (різної тривалості) в мінливість показників прооксидантно-антиоксидантної системи та Na+, K+–АТФ-ази на різних етапах розвитку зародків в’юна, було проведено двофакторний дисперсійний аналіз із врахуванням контролю. 
Зміни досліджуваних показників у контролі протягом досліджуваного часу розвитку зіставляли зі змінами за впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) певної тривалості за цей самий період.
Проводили по чотири серії аналізу з урахуванням даних контрольного експерименту (Nt=5, різний період розвитку; Nc=2, контроль і тривалість опромінення). 
Також було проведено по одній серії аналізу впливу кожного з джерела ЕМВ (перший фактор, Nc=5) та тривалості розвитку зародків (другий фактор, Nt=5) з урахуванням контрольного експерименту. Результати проведеного дослідження представлено на рис. 3.51–3.71.

У результаті проведеного аналізу встановлено (рис. 3.51), що частка впливу ЕМВ радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) тривалістю 1 хв на зміни вмісту ГП зародків в’юна неістотна (18,1 %), тоді як внесок фактора тривалості розвитку становить 52,7 %. Зі збільшенням тривалості опромінення до 5 та 10 хв частка впливу ЕМВ у мінливість вмісту ГП зростає до 19,5 % (P<0,05) та 43,7 % (P<0,01), відповідно. Значним є і внесок фактора тривалості розвитку зародків за даної експозиції (70,1 % та 50,8 %, P<0,05). 
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Рис. 3.51. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст гідропероксидів ліпідів упродовж ембріогенезу в’юна.
Зі зростанням тривалості опромінення до 20 хв частка впливу ЕМВ становить 39,4 %, а внесок фактора тривалості розвитку зародків – 19,6 %. Слід відмітити, що за впливу опромінення мобільним телефоном тривалістю 20 хв із значенням ГПЕ 6,9 мкВт/см2 невраховані фактори становлять переважаючу частку впливу на зміни вмісту ГП ліпідів – 41 % (рис. 3.51).
На відміну від опромінення мобільним телефоном із значенням ГПЕ 6,9 мкВт/см2, встановлено, що внесок впливу ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=30,1 мкВт/см2) в зміни вмісту ГП ліпідів є високим вже за малої тривалості експозиції (1 та 5 хв) і становить 73,8 % (P<0,01) та 75,2 % (P<0,01), відповідно. За тривалості опромінення 10 хв частка впливу ЕМВ становить 68,3 % (P<0,001), а за 20 хв – 69,6 % (P<0,05). Внесок фактора тривалості розвитку має значний вплив на зміни вмісту ГП за експозиції тривалістю 10 хв (29,2 %, P<0,05).
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Рис. 3.52. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст гідропероксидів ліпідів упродовж ембріогенезу в’юна.
Нами також проведений двофакторний дисперсійний аналіз впливу факторів часу та тривалості опромінення на зміни вмісту ТБК-позитивних продуктів. Встановлено, що найбільшим є внесок чинника тривалості розвитку зародків за впливу ЕМВ протягом 5 хв, що становить 77,1 % (рис. 3.53). Істотний внесок у мінливість ТБК-позитивних продуктів протягом ембріогенезу в’юна має фактор ЕМВ і становить 40,7 % (P<0,05). Частка впливу часу розвитку за тривалості опромінення 1 та 10 хв становить 46,5 та 44,7 %. Зі зростанням експозиції до 20 хв спостерігається зниження частки впливу фактора часу в зміни вмісту ТБК-позитивних продуктів (9,7 %). Слід відмітити, що за тривалості опромінення 1 та 20 хв відсоток впливу фактора ЕМВ та неврахованих факторів знаходяться в одних межах і становлять 24–29 % та 42–48 %, відповідно.
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Рис. 3.53. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст ТБК-позитивних продуктів упродовж ембріогенезу в’юна.
Проаналізувавши вплив факторів тривалості ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст вторинних продуктів ліпопероксидації встановлено, що найбільший внесок має вплив опромінення тривалістю 1 та 20 хв, частка якого становить 44,6 (P<0,001) та 53,8 % (P<0,001), відповідно. Високою є і частка фактора часу в мінливість вмісту ТБК-позитивних продуктів за такої ж тривалості опромінення, яка становить 54 % (P<0,01) та 43,9 % (P<0,01), відповідно від загального внеску (рис. 3.54).
За тривалості експозиції 5 та 10 хв частка впливу ЕМВ у мінливість вмісту ТБК-позитивних продуктів є незначна і знаходиться в межах 11,7–14,5 %. Також відмічено зниження внеску фактора часу до 30,3 та 37,5 % за даної тривалості опромінення. Частка впливу неврахованих факторів на вміст вторинних продуктів ліпопероксидації становить 57,9 % та 48 % за екпозиції ЕМВ 5 та 10 хв.
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Рис. 3.54. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст ТБК-позитивних продуктів упродовж ембріогенезу в’юна.
Дисперсійний аналіз впливу ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=6,9 та 30,1 мкВт/см2) на супероксиддисмутазну активність показав, що вже за тривалості опромінення 1 хв частка впливу даного фактора є значна і становить 50,8 % (P<0,05) та 61,5 % (P<0,01) (рис. 3.55 та рис. 3.56). Істотним є вплив чинника часу розвитку на активність СОД за впливу опромінення тривалістю 1 хв (30,1 мкВт/см2), що становить 34,5 % (P<0,05).

Зі збільшенням тривалості опромінення до 5 та 10 хв внесок фактора ЕМВ становить 82,9 (P<0,001) та 73,9 % (P<0,01) (ГПЕ=6,9 мкВт/см2); і 87,4 (P<0,001) та 73,9 % (P<0,01) (ГПЕ=30,1 мкВт/см2). Встановлено зниження частки впливу фактора часу, значення якого знаходиться в межах 12,9–17,5 % за впливу ЕМВ тривалістю 5, 10 та 20 хв (ГПЕ=6,9 мкВт/см2) і 6,4–19,5 % (ГПЕ=30,1 мкВт/см2).
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Рис. 3.55. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на активність супероксиддисмутази впродовж ембріогенезу в’юна.
Встановлено, що частка впливу ЕМВ тривалістю 20 хв у зміни активності СОД є доволі невисокою і становить < 5 % (рис. 3.55). Слід відмітити, що за такої тривалості опромінення вплив неврахованих факторів на активність ензиму є досить значний (85 %). На відміну від 20 хв опромінення мобільним телефоном із ГПЕ=6,9 мкВт/см2, частка впливу ЕМВ такої ж тривалості (ГПЕ=30,1 мкВт/см2) досягає значення 82,4 % (P<0,01) (рис. 3.56).
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Рис. 3.56. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на активність супероксиддисмутази впродовж ембріогенезу в’юна.
У результаті проведеного дисперсійного аналізу впливу зміни тривалості опромінення та часу розвитку на активність каталази встановлено значні коливання часток впливу досліджуваних чинників (рис. 3.57). 
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Рис. 3.57. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на активність каталази впродовж ембріогенезу в’юна. 
Слід відмітити, що із зростанням тривалості опромінення спостерігається збільшення частки впливу ЕМВ (6,9 мкВт/см2) на активність КАТ, що становить 27,5; 36,4; 38,5; 40,5 % (P<0,05) та зменшення часток впливу фактора часу розвитку. Відносна частка неврахованих в експерименті чинників на активність КАТ досить значна за тривалості опромінення 5 та 10 хв (рис. 3.57).
У результаті проведеного дисперсійного аналізу встановлено, що за впливу ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) спостерігається протилежна тенденція (рис. 3.58). Зокрема, із зростанням тривалості опромінення внесок фактора часу розвитку в зміни активності КАТ зростає, а частка впливу ЕМВ зменшується впродовж ембріогенезу зародків в’юна. При дослідженні динаміки впливу тривалості опромінення на активність ензиму спостерігається збільшення частки впливу неврахованих факторів. Це може бути пов’язано з тим, що на відкриті системи впливають фактори, які не завжди вдається виключити і, можливо, причиною також є адаптація зародків до впливу ЕМВ більшої тривалості.
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Рис. 3.58. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на активність каталази впродовж ембріогенезу в’юна.
Згідно отриманих результатів проведеного дисперсійного аналізу можна стверджувати, що активність ГПО є найбільш чутливою до впливу ЕМВ радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2), на що вказують частки впливу зміни тривалості опромінення (рис. 3.59, рис. 3.60). Встановлено, що зміна тривалості опромінення має найбільшу частку впливу на активність глутатіонпероксидази і досягає значень 55,6 % (P<0,01) та 58 % (P<0,01) за експозиції 1 та 5 хв, відповідно (рис. 3.59). Із зростанням тривалості ЕМВ радіодіапазону до 10- та 20-ти хв, частка його впливу на зміни активності ГПО становить 48,5 % (P<0,05) та 43 % (P<0,05). Внесок фактора часу розвитку розвитку знаходиться в діапазоні 33,8–40,2 % (рис. 3.59).
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Рис. 3.59. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на активність глутатіонпероксидази впродовж ембріогенезу в’юна.
За впливу опромінення мобільним телефоном (ГПЕ=30,1 мкВт/см2) тривалістю 1 та 20 хв частка впливу ЕМВ у мінливість активності ГПО становить 90,2 % (P<0,001) та 84,3 % (P<0,001), відповідно (рис. 3.60). Внесок чинника ЕМВ за експозиції 5 та 10 хв становить 88 та 88,4 % (P<0,01). Частка впливу часу розвитку є незначною і знаходиться в межах 4,7–11,5 %.
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Рис. 3.60. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на активність глутатіонпероксидази впродовж ембріогенезу в’юна.
За допомогою двофакторного дисперсійного аналізу проаналізовано внесок факторів тривалості опромінення та часу розвитку в мінливість активності Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу зародків в’юна. Отримані результати, представлені на рис. 3.61, рис. 3.62, вказують на вагомий вплив електромагнітного випромінювання в зміни активності АТФ–гідролази. 
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Рис. 3.61. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на активність Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу в’юна.
Досліджуваний показник зародків за впливу ЕМВ радіодіапазону із значенням ГПЕ=6,9 мкВт/см2 є більш чутливим, про що свідчать частки впливу, які становлять 81,2–89,8 % (P<0,01) від загального внеску (рис. 3.61). Незначним є вплив фактора часу розвитку в зміни активності Na+, K+–АТФ-ази.
При порівнянні внеску фактора ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) в мінливість активності Na+, K+–АТФ-ази відмічено, що із зростанням тривалості опромінення, частка впливу даного чинника зменшується і становить 77,4; 73,8; 71,5; 53,3 %, відповідно (рис. 3.62). Зі збільшенням тривалості експозиції до 10 та 20 хв, крім значного впливу ЕМВ на активність досліджуваного ензиму, дисперсійний аналіз виявив ще й вагомий внесок фактора часу, що становить 24,7 та 43,2 % (P<0,05).
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Рис. 3.62. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на активність Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу в’юна.
Для кожного з джерела ЕМВ радіодіапазону (Nokia 5230, режим розмови та Sony Ericsson K750i, режим розмови) провели по одній серії аналізу на мінливість показників вільнорадикальних реакцій, активність ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази з урахуванням контрольного експерименту (Nt=5, Nr=5) (рис. 3.63).
Аналіз впливу факторів часу та ЕМВ (6,9 мкВт/см2) на вміст гідропероксидів ліпідів показав, що частка впливу тривалості розвитку зародків становить 39,9 % (P<0,01), а частка впливу опромінення – 28,2 % (P<0,05). Вплив фактора ЕМВ на вміст ТБК-позитивних продуктів вірогідний (P<0,05), а його частка становить 35,8 % (рис. 3.63).

Внесок фактора ЕМВ (6,9 мкВт/см2) у мінливість активності Na+, K+–АТФ-ази є найсильнішим, що складає 80,6 % (P<0,001). Істотним є і чинник фактора часу розвитку (11,2 %, P<0,01).
Внаслідок проведеного дисперсійного аналізу встановлено, що значну частку впливу на активність СОД, КАТ та ГПО має ЕМВ (6,9 мкВт/см2), що складає 78,7 % (P<0,001), 31,1 % (P<0,05), 48,7 % (P<0,001), відповідно. Вагомим є і внесок фактора часу розвитку на активність СОД та ГПО, що становить 10,4 % (P<0,05) та 34,2 % (P<0,001) (рис. 3.63).
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Рис. 3.63. Дисперсійний аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (6,9 мкВт/см2) та часу розвитку на ембріогенез в’юна.
У результаті проведеного аналізу встановлено (рис. 3.64), що частка впливу ЕМВ (ГПЕ=30,1 мкВт/см2) на вміст ГП зародків в’юна становить 64,4 % (P<0,001), тоді як внесок фактора часу є неістотним (10,4 %). Частка впливу ЕМВ на мінливість ТБК-позитивних продуктів відповідає 50,1 % (P<0,01), а внесок впливу фактора часу – 24,4 % (P<0,05).

Вплив ЕМВ (30,1 мкВт/см2) у мінливість Na+, K+–АТФ-азної активності зародків в’юна становить 60,5 % (P<0,001). Істотною також є частка впливу часу розвитку на активність Na+, K+–АТФ-ази (P<0,001). Значним є вплив ЕМВ у зміни активності СОД, частка якого перевищує 70 % (P<0,001). Однак неістотним є внесок фактора часу розвитку в зміни активності даного ензиму (12,3 %) (рис. 3.64).
Дисперсійний аналіз показав, що частка впливу ЕМВ радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) на активність КAТ є неістотною і становить 12,7 %. На відміну від чинника ЕМВ, внесок фактора часу є достовірним і становить 55,1 % (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). Фактор часу розвитку не має істотного внеску в мінливість даного показника.
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Рис. 3.64. Дисперсійний аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (30,1 мкВт/см2) та часу розвитку на ембріогенез в’юна.
Проаналізувавши частки впливу досліджуваних чинників на вільнорадикальні процеси, активність ензимів Na+, K+–АТФ-ази, СОД, КАТ та ГПО (у випадку опромінення мобільним телефоном із ГПЕ=6,9 мкВт/см2) можна зробити висновок, що ЕМВ радіодіапазону має суттєвий внесок у мінливість вищевказаних показників.

Також проведено двофакторний дисперсійний аналіз з метою оцінки впливу електромагнітного випромінювання, джерелом якого є мобільний телефон у режимі очікування (контроль, 1; 5; 10; 20 хв; Nr=2) і стадій розвитку зародків (2, 16, 64, 256, 1024 бластомери; Nt=5) на зміни стану прооксидантно-антиоксидантної системи та функціонування Na+, K+–АТФ-ази протягом ембріогенезу в’юна.
Встановлено, що внесок фактора часу розвитку за впливу опромінення досліджуваної тривалості в мінливість вмісту ГП становить 76,8 %, 67,1 %, 60 % та 58,2 %. Частка впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1 та 5 хв на вміст ГП є незначною, тоді як за 10-ти та 20-ти хвилинного опромінення зростає до 25 та 23,1 %, відповідно (рис. 3.65).
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Рис. 3.65. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст гідропероксидів ліпідів упродовж ембріогенезу в’юна.
Незначним є внесок впливу зміни тривалості опромінення мобільним телефоном на вміст ТБК-позитивних продуктів (рис. 3.66). Частка впливу ЕМВ (експозиції 1 хв) є дуже мала (0,02 %), а із зростанням тривалості опромінення знаходиться в межах 5,9–26,3 %. Відмічено, що за малої експозиції опромінення (1 та 5 хв) внесок фактора часу в мінливість вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації є високим і становить 98,9 % (P<0,001) та 89,8 % (P<0,01). Зі збільшенням тривалості опромінення до 10 та 20 хв, частка впливу часу розвитку знижується до 75,7 % та 23,6 %, відповідно. За впливу ЕМВ тривалістю 20 хв частка впливу неврахованих факторів становить 50,1 % (рис. 3.66).
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Рис. 3.66. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на вміст ТБК-позитивних продуктів упродовж ембріогенезу в’юна.
Нами встановлено, що частка впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1 хв на активність СОД зародків в’юна становить 12,6 % (P<0,05) (рис. 3.67). Внесок фактора часу розвитку є дуже вагомим і складає 83 % (P<0,01). Із зростанням опромінення до 5 та 10 хв частка впливу ЕМВ у мінливість активності СОД становить 32,4–39,8 %, а вплив фактора часу знаходиться в межах 37–51,1 %. Частка впливу ЕМВ тривалістю 20 хв досягає значення 84,7 % (P<0,001), а внесок фактора часу розвитку є неістотним.
[image: image80.emf] 

83

**

 

12,6

*

 

4,4

 

37

 

39,8

 

23,2

 

51,1

 

32,4

*

 

16,5

 

10,6

 

84,7

***

 

4,6

0%

20%

40%

60%

80%

100%

Частка впливу

, 

%

1 5 10 20

тривалість дії, хв

час розвитку тривалість опромінення невраховані фактори


Рис. 3.67. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на активність супероксиддисмутази впродовж ембріогенезу в’юна.
Дисперсійний аналіз впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) на активність КАТ показав, що частка впливу ЕМВ тривалістю 1, 5 та 10 хв є незначна і знаходиться в межах 0,4–5,6 % (рис. 3.68). 
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Рис. 3.68. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на активність каталази впродовж ембріогенезу в’юна.
Однак частка впливу ЕМВ тривалістю 20 хв на активність досліджуваного ензиму є досить висока і становить 75,9 % (P<0,01). Внесок фактора часу розвитку в мінливість активності КАТ є значним за тривалості опромінення 1 та 5 хв і становить 87,9–89,3 % (P<0,05). Із зростанням експозиції до 10 та 20 хв внесок фактора часу розвитку зменшується до 52,4 та 19,6 %, відповідно (рис. 3.68).
Встановлено, що частка впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) тривалістю 1 хв у зміни активності ГПО становить 13,1 % (P<0,05) (рис. 3.69). За експозиції ЕМВ 5 та 10 хв спостерігається зростання його частки впливу до 16,9 % та 36,9 % (P<0,05), відповідно. Зі збільшенням тривалості опромінення до 20 хв частка впливу ЕМВ зростає до 84,7 % (P<0,001). Слід відмітити, що внесок чинника часу розвитку зменшується із зростанням тривалості опромінення ЕМВ радіодіапазону.
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Рис. 3.69. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на активність глутатіонпероксидази впродовж ембріогенезу в’юна.
За допомогою дисперсійного аналізу встановлено, що із зростанням тривалості опромінення мобільним телефоном, внесок фактора ЕМВ на активність Na+, K+–АТФ-ази відповідно збільшується (рис. 3.70). Частка впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2)  тривалістю 1, 5, 10 та 20 хв становить 3,8 % (P<0,05), 50,7 % (P<0,05), 62,8 % (P<0,05), 77,9 % (P<0,01), відповідно. Фактор часу розвитку має найбільшу частку впливу в мінливість Na+, K+–АТФ-азної активності за найменшої тривалості опромінення і становить 95 % (P<0,001). Внесок фактора часу із зростанням експозиції знижується.
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Рис. 3.70. Дисперсійний аналіз впливу зміни тривалості електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на активність Na+, K+–АТФ-ази впродовж ембріогенезу в’юна.
На завершальному етапі нами проведено двофакторний дисперсійний аналіз впливу ЕМВ РЧ діапазону (Nr=5) та часу розвитку (Nt=5) на мінливість показників вільнорадикальних реакцій, активність ензимів АОС та Na+, K+–АТФ-ази. Встановлено, що частка впливу опромінення мобільним телефоном у режимі очікування (1,7 мкВт/см2) на зміни вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів неістотна і становить 20,8 % та 11,4 %, відповідно (рис. 3.71). 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 та ГПО дуже вагома 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 частка впливу становить 22,4 % (P<0,01), 26,7 % (P<0,01), 37,3 % (P<0,001). Внесок фактора часу в зміни Na+, K+–АТФ-азної активності є незначним і становить 10,3 %. 
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Рис. 3.71. Дисперсійний аналіз впливу електромагнітного випромінювання радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) та часу розвитку на ембріогенез в’юна.
Згідно отриманих результатів дисперсійного аналізу можна стверджувати, що ензими антиоксидантного захисту (СОД, КАТ, ГПО) та Na+, K+–АТФ-аза є найбільш чутливими до впливу ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2). Це може свідчити про те, що даний вид випромінювання, ймовірно, має безпосередній вплив на активність досліджуваних ензимів.
РОЗДІЛ 4

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕНЬ
Проблема впливу низькоінтенсивних електромагнітних випромінювань на живі організми залишається однією з найскладніших і має важливе значення, оскільки людина у багатьох сферах виробничої діяльності та умовах побуту піддається їх шкідливій дії навіть не підозрюючи того, що вони можуть бути причиною незадовільного стану здоров’я або захворювання.
Варто наголосити, що дослідження на ембріональних клітинах в’юна відбувалися за впливу низькоінтенсивного ЕМВ GSM стандарту, який відповідає рівням радіовипромінювання найбільш безпечних сучасних моделей мобільних телефонів. Використана в наших дослідах інтенсивність радіовипромінювання стандартної (комерційної) моделі мобільного телефону стандарту GSM була на порядок нижча за національні норми електромагнітної безпеки в Україні і на три порядки нижча за рекомендовані обмеження Міжнародної комісії із захисту від неіонізуючого випромінювання.
Оскільки плазматична мембрана є першим бар’єром між клітиною та позаклітинним середовищем, то саме її компоненти розглядають як мішені дії ЕМВ радіодіапазону. Вплив ЕМВ призводить до підвищення пероксидного окиснення ліпідів мембран [128, 208, 264]. 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 в’юна.
Аналіз отриманих результатів дає змогу зробити висновок про те, що на ранніх стадіях розвитку зародків в’юна активуються процеси ПОЛ за дії ЕМВ радіодіапазону досліджуваної тривалості. Відмічено зростання вмісту як первинних, так і вторинних продуктів ліпопероксидації за впливу ЕМВ (6,9 мкВт/см2) упродовж ембріогенезу в’юна (рис. 3.1). Винятком є стадія 10 поділу, на якій відбувається зростання вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів за дії ЕМВ тривалістю 5 і 10 хв, однак, за опромінення впродовж 1 і 20 хв кількість досліджуваних показників достовірно знижується, порівняно з контролем (рис. 3.1).
Внаслідок дії радіовипромінювання (30,1 мкВт/см2) різної тривалості, вміст гідропероксидів ліпідів та ТБК-позитивних продуктів зростав упродовж всього періоду досліду (рис. 3.5). Однак за експозиції ЕМВ протягом 5 та 10 хв відмічено зниження вмісту вторинних продуктів ПОЛ на стадії 10 поділу бластомерів (рис. 3.7).
Вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв спричиняє активацію вільнорадикальних процесів на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів (рис. 3.9, рис. 3.11). Проте через 6 год після запліднення виявили істотне зменшення вмісту продуктів ліпопероксидації. Слід наголосити, що вже на стадіях розвитку 256 та 1024 бластомери відмічено інтенсифікацію процесів ПОЛ за впливу опромінення тривалістю 5 та 10 хв (рис. 3.9, рис. 3.11). Такі зміни вмісту вторинних продуктів ліпопероксидації за меншої тривалості опромінення (5 та 10 хв) можна пояснити тим, що на восьмій стадії розвитку відбувається початок асинхронних дроблень ядер, а на десятому утворюється морула і повна десинхронізація поділу.

Нами встановлено, що вплив ЕМВ радіодіапазону (6,9 та 30,1 мкВт/см2) (рис. 3.1, рис. 3.3, рис. 3.5, рис. 3.7) призводить до порушення процесів ліпопероксидації, про що свідчить зміна вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів. Ці дані не суперечать результатам досліджень, які були проведені на тканинах міокарда, печінки, нирок, мозку, рогівки ока [154, 243, 265, 270]. Внаслідок цього спостерігалось збільшення рівня МДА за впливу ЕМВ РЧ діапазону в кроликів [180], щурів [106, 198, 219, 271, 275, 297], морських свинок [254].
Отримані результати також узгоджуються з дослідженнями, що проведені на ембріонах перепела японського за дії радіовипромінювання стандарту GSM 900 МГц [128]. Зокрема, відмічено зростання рівня супероксидних радикалів, оксиду азоту та пероксидів ліпідів у гомогенатах опромінених ембріонів, порівняно з контролем. Отже, спостерігається виражений прооксидантний ефект як у зародків в’юна, так і в ембріонів перепела впродовж усього періоду дослідження.
Двофакторний дисперсійний аналіз підтвердив істотний вплив ЕМВ радіодіапазону на вміст первинних та вторинних продуктів ліпопероксидації зародків в’юна (рис. 3.63, рис. 3.64, рис. 3.71). Вагому частку впливу на вміст ГП та ТБК-позитивних продуктів має і час розвитку, особливо за впливу опромінення із значенням ГПЕ 1,7 мкВт/см2 (рис. 3.71).
Слід зазначити, що ліпіди є одними з основних мішеней оксидативного пошкодження АФО, оскільки виникає дисбаланс між утворенням та знешкодженням вільнорадикальних сполук [181]. Отже, посилення вільнорадикального окиснення ліпідів за впливу ЕМВ радіодіапазону, ймовірно, призводить до порушення окисно-відновного балансу протягом синхронних поділів бластомерів.

Відомо, що за впливу ЕМВ РЧ діапазону на певні типи клітин відбуваються зміни експресії генів [170, 231], однак, на опромінених культурах клітин ці дані не підтверджені [182, 289, 321]. Встановлено, що дія низькоінтенсивного ЕМВ спричиняє пригнічення експресії генів ензимів системи антиоксидантного захисту (супероксиддисмутази, каталази, глутатіонпероксидази) та відповідно зниження їх активності в епітеліальних клітинах кришталика людини [265]. Також відомо, що за впливу ЕМВ РЧ діапазону змінюється активність ключових ензимів АОС в інших об’єктів [116, 128, 151, 203, 253, 263, 265, 276, 294]. Такі зміни спричиняють прооксидантно-антиоксидантний дисбаланс.
Зростання АФО в живих клітинах є першим кроком пошкодження тканин та відповіддю клітини на вплив ЕМВ РЧ діапазону [128]. СОД, КАТ та ГПО знешкоджують АФО [271]. Порушення окисно-відновного балансу, інтенсифікація вільнорадикальних процесів, зростання АФО і пригнічення активності ензимів АОС свідчить про метаболічні зміни в клітині [128].
Вченими інституту експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України (Бурлака А. П., Цибулін О. С., Сидорик Є. П. та ін.) встановлено, що внаслідок дії радіовипромінювання на ембріони перепела, активність СОД, КАТ та ГПО зазнає істотних змін [128]. Зокрема, активність СОД достовірно знижувалась в тканинах ембріонів, а активність каталази змінювалась залежно від періоду розвитку. Таким чином, авторами виявлено виражені ознаки оксидативного стресу в тканинах перепелиних ембріонів за дії низькоінтенсивного радіовипромінювання стандарту GSM 900 МГц. Зміни мали системний характер і включали стійке зростання рівнів продукції супероксидного радикалу, оксиду азоту, інтенсивності пероксидного окиснення ліпідів та рівня оксидативного ушкодження ДНК за пригнічення активності ключових ензимів АОЗ [128].
Супероксиддисмутаза має визначальну роль в запобіганні розвитку оксидативного стресу, індукованого ЕМВ радіодіапазону, оскільки посилюється генерація супероксид-аніону в різних тканинах організму [3]. Відомо, що СОД обриває ланцюг киснезалежних вільнорадикальних реакцій в клітинах організмів [70]. 
Отримані нами дані свідчать про зростання активності СОД у зародків в’юна на всіх досліджуваних стадіях розвитку за впливу ЕМВ (6,9; 30,1 мкВт/см2) (рис. 3.13, рис. 3.15) та після опромінення мобільним телефоном в режимі очікування (1,7 мкВт/см2) тривалістю 20 хв (рис. 3.17), що є наслідком збільшення кількості субстрату – супероксид-аніону. У зародків в’юна за впливу ЕМВ тривалістю 20 хв (6,9 мкВт/см2) (рис. 3.13) активність СОД знаходилась в межах контролю. За даними дисперсійного аналізу також підтверджено істотний вплив ЕМВ на ензиматичну активність СОД, що безпосередньо залежить від тривалості опромінення (рис. 3.63, рис. 3.64, рис. 3.71). Подібні результати отримані на інших об’єктах дослідження, зокрема, активність СОД зростала за впливу ЕМВ радіодіапазону у слині чоловіків, культурі клітин, тканинах щурів, кроликів, морських свинок [95, 148, 264, 271].
Причиною зростання активності СОД упродовж ембріогенезу (рис. 3.13, рис. 3.15, рис. 3.17) є, ймовірно, збільшення вмісту продуктів ПОЛ у клітинах зародків в’юна. Відтак, збільшення активності СОД може бути спричинене по-перше, зростанням у середовищі субстрату – супероксид-аніон радикалу, який виробляється у більшій кількості в процесі окисно-відновних реакцій, а по-друге, зменшення концентрації продукту реакції – пероксиду гідрогену, оскільки за таких умов активуються ензими, які його розщеплюють. Оскільки в наших дослідженнях продемонстровано зростання активності СОД, пригнічення активності КАТ та ГПО, ймовірно, можливий перший механізм пояснення перебігу реакції. Також зростання активності СОД вище рівня контролю може бути спричинене активацією його латентних форм або синтезом нових молекул ферменту.
ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=6,9; 30,1 мкВт/см2) досліджуваної тривалості призводить до істотного зниження активності каталази на стадіях розвитку 2, 16, 64 та 256 бластомерів (рис. 3.19, рис. 3.21) – ензиму, який каталізує знешкодження пероксиду гідрогену. Для каталази властиве субстратне інгібування ферменту за високих концентрацій н2О2 [22]. Зниження її активності за впливу ЕМВ радіодіапазону може бути наслідком підвищеної продукції пероксиду гідрогену СОД, активність якої в зародків в’юна істотно збільшується.
Надлишок пероксиду гідрогену (продукту детоксикації супероксидного радикалу за каталізу СОД) взаємодіє з СОД, продукуючи при цьому вільні радикали за схемою [55]:
сОд-сu2++ н2О2→ сОд-сu++ О2˙‾+ 2н+
сОд-сu+ + н2О2→ сОд-сu2+ + ОН˙+ОН‾

Деякі метали змінної валентності (Fe2+, Cu2+) можуть руйнувати Н2О2 з утворенням реакційного гідроксил радикалу (реакція Фентона) [55]:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH-
Fe3+ + О2 •-→ Fe2+ + О2
Нами встановлено зростання активності КАТ на останній з досліджуваних стадій розвитку за впливу ЕМВ радіодіапазону (ГПЕ=6,9; 30,1 мкВт/см2) (рис. 3.19, рис. 3.21). Отже, відбувається відновлення узгодженого функціонування СОД та КАТ, що спостерігається в нормі. Такі зміни активності СОД та КАТ на стадії 10 поділу бластомерів можуть бути зумовлені також і особливостями енергозабезпечення зародків в’юна. Відомо, що від другої години після запліднення яйцеклітини швидкість гліколізу поступово зростає, а до десятої години розвитку – збільшується у два рази. Гойда зі співробітниками встановили, що швидкість поглинання кисню зародків від першого поділу дроблення до початку бластуляції зростає в межах від 0,8 до 1,6 нл O2 [13].
Показане нами підвищення активності каталази на стадії 10 поділу бластомерів також можна розглядати як реакцію на автономізацію метаболічних процесів (синтез іРНК, інтенсифікація дихання). Разом з тим, у процесі каталітичної реакції розпад Н2О2 каталазою забезпечує додаткову кількість кисню для ефективного функціонування ланцюга дихання мітохондрій і окисного фосфорилювання [307].
Із результатів наших досліджень випливає, що в зародків в’юна за впливу ЕМВ радіодіапазону (режим очікування, ГПЕ=1,7 мкВт/см2) відбувається підвищення ензимної активності СОД та КАТ. Це може бути захисною реакцією на інтенсифікацію процесів утворення АФО, зумовлену опроміненням засобом мобільного зв’язку. Однак за більшої інтенсивності електромагнітної енергії (режим розмови, ГПЕ=6,9; 30,1 мкВт/см2), функціональна активність захисної системи клітин може порушуватися внаслідок виснаження вмісту неензимних антиоксидантів, інактивації антиоксидантних ензимів під впливом АФО і продуктів ПОЛ. Такий ефект може зумовлювати дисбаланс у процесах утворення та руйнування H2O2  – продукту супероксиддисмутазної реакції.
Знешкодження підвищеного за дії ЕМВ рівня пероксиду гідрогену здійснює і ГПО, спорідненість якої до Н2О2 значно вища, ніж у КАТ. ГПО, каталізуючи відновлення Н2О2, не лише інактивує цей метаболіт, але й попереджує нагромадження гідроксил-аніону, запобігаючи утворенню органічних гідропероксидів. Відновлення ензимом ГПО органічних гідропероксидів, особливо ліпідів мембран, знижує пероксидацію та появу вторинних токсичних метаболітів [234].
Вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) призводить до зниження активності ГПО зародків в’юна впродовж ембріогенезу (рис. 3.25, рис. 3.27, рис. 3.29). За даними двофакторного дисперсійного аналізу встановлено достовірний внесок фактора ЕМВ у мінливість активності ГПО (рис. 3.63, рис. 3.64, рис. 3.71). Ці дані узгоджуються з результатами досліджень щодо впливу ЕМВ радіодіапазону на живі об’єкти [148, 181, 206, 208, 294]. 
Оскільки в структурі активного центру ГПО є амінокислотні залишки та вільні SH-групи, які першими зазнають пероксидної дії [45], це може пригнічувати його активність. Причиною зниження, ймовірно, є участь тіолового компонента ГПО – глутатіону в процесах захисту клітини від АФО, відновлення пероксидних сполук та знешкодження вторинних продуктів окиснення. При цьому, накопичення окисненого глутатіону знижує антиоксидантний захист і відмічено пошкодження фосфоліпідів мембран [176]. Зниження потужності глутатіонової системи, у свою чергу, може призводити до порушення процесів життєдіяльності клітини: змін проникності клітинних мембран, активності ферментів, інтенсивності метаболізму та інших процесів.

Таким чином, результати проведених досліджень свідчать про те, що ЕМВ радіодіапазону впливає на вміст продуктів ПОЛ і стан показників АОС у зародкових клітинах в’юна. Внаслідок цього зазнає істотних змін баланс між прооксидантами та компонентами системи АОЗ саме за інтенсифікації ПОЛ упродовж ембріогенезу. На стадії 10 поділу бластомерів (6-та година розвитку) зародків в’юна падає мітотичний індекс і зростає морфогенетична активність ядер, що можливо впливає на інтенсивність процесів ПОЛ та на активність антиоксидантних ензимів.

Слід відмітити, що личинки в’юна, які розвивалися за нормальних умов, були рухливими, з подовгастою формою тіла, розвиненими плавниками та зябрами, вираженою пігментацією. За впливу ЕМВ радіодіапазону спостерігали пригнічення життєздатності зародків, відставання в розвитку, поділи бластомерів відбувалися із запізненням, порівняно з контрольними зародками. 

У личинок, котрі були опромінені одразу після запліднення, спостерігали аномалії розвитку. Починаючи з третьої доби розвитку, личинки були малорухливими, порівняно з контрольними. Вже за впливу ЕМВ (6,9; 30,1 мкВт/см2) тривалістю 1 хв спостерігали затримку розвитку на 2–4 доби – більша половина зародків були нерухомими, не відбувалось вилуплення, що спостерігали в контрольних зародків на третю добу розвитку. Аналогічні зміни відмічено і за тривалості опромінення 5, 10 та 20 хв. У більшості опромінених личинок через 1–2 доби після вилуплення, спостерігали зміни хвостового відділу, який був коротшим ніж у контрольних, незначне збільшення розмірів голови. Личинки малорухливі, порушена координація рухів.

Такі характеристики розвитку можна пояснити інтенсифікацією процесів ПОЛ та пригніченням активності ГПО. Отримані результати узгоджуються з існуючими уявленнями щодо ролі вільнорадикального окиснення в порушенні нормальної життєдіяльності клітин і цілого організму та значенням глутатіонової антиоксидантної системи в знешкодженні продуктів пероксидації [52].

Інтенсифікація вільнорадикальних реакцій за впливу ЕМВ РЧ діапазону викликає модифікацію макромолекул і, як наслідок, відбувається реструктуризація біомембран, порушення діяльності ензимних систем [263, 294]. Очевидно такі зміни також впливають на активність Na+, K+–АТФ-ази зародкових клітин протягом ембріогенезу.
ЕМВ радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) призводить до вираженого пригнічення активності Na+, K+–АТФ-ази зародків в’юна на різних стадіях розвитку (рис. 3.31, рис. 3.33, рис. 3.35). Між активністю АТФ-ази та тривалістю експозиції не встановлено дозозалежного ефекту. Проведений кінетичний аналіз властивостей АТФ-гідролази зародків в’юна для з’ясування можливих механізмів, які лежать в основі цих змін встановив, що гідроліз АТФ Na+, K+–АТФ-азою мембран зародків в’юна змінюється залежно від стадії розвитку та тривалості опромінення. Загалом опромінення сприяє зростанню спорідненості Na+, K+–АТФ-ази до субстрату, а зниження максимальної швидкості свідчить про зміни в каталітичному центрі ферменту. Проведеним двофакторним дисперсійним аналізом підтверджено достовірний вплив ЕМВ радіодіапазону (1,7; 6,9; 30,1 мкВт/см2) на активність Na+, K+–АТФ-ази (рис. 3.63, рис. 3.64, рис. 3.71). Проте тривалість розвитку зародків теж має вагому частку впливу на зміну ензиматичної активності.
Подібні результати отримані на зародках в’юна за впливу ЕМВ видимого діапазону, зокрема, встановлено зниження активності Na+, K+–АТФ-ази [80]. Також досліджено, що ЕМВ впливає на активність Na+, K+–АТФ-ази в еритроцитах людини [100, 239] та зміни у функціонуванні інших ферментів [109, 111, 129, 311].
Зниження активності ферменту транспортування іонів Na+ та K+ за дії ЕМВ радіодіапазону може реалізуватись двома способами. По-перше, Na+, K+–АТФ-аза може бути мішенню, яка взаємодіє з електромагнітним випромінюванням, наслідком чого є конформаційні зміни у білковій молекулі, що може викликати зниження активності ферменту. 
З іншого боку, не виключений механізм опосередкованого впливу на активність цього ферменту через інтенсифікацію процесів окиснення ліпідів зародкових мембран під дією даного випромінювання. Зміна ліпідного мікрооточення, внаслідок процесів ПОЛ, може бути причиною зміни активності мембранозв’язаних ферментів [124, 222]. Встановлено, що Na+, K+–АТФ-аза є чутливою до високореактивних форм кисню і безпосередньо бере участь в оксидативному стресі [222]. Низкою досліджень показано, що фермент характеризується різною чутливістю до окисників: АТФ-аза є стійкою до дії супероксид-аніона, відносно стійкою до пероксиду гідрогену, але дуже чутливою до гідроксильного радикала [124, 222]. Слід відмітити, що при порушенні окиснювального обміну тканин відбувається інгібування Na+, K+–АТФ-ази і роз’єднання процесів гідролізу АТФ з активним транспортом іонів [125]. 
Відомо, що протягом окисної модифікації Na+, K+–АТФ-ази відбувається пригнічення активності АТФ-гідролази, що, в першу чергу, залежить від окиснення її SH-груп [216]. Отже, окиснювальна стабільність Na+, K+–АТФ-ази є важливим фактором для нормального функціонування клітин [13].

Встановлено, що в кінці синхронних поділів бластомерів (6-ій годині розвитку) окрім зниження ензиматичної активності Na+, K+–АТФ-ази, падає мітотичний індекс, зростає морфогенетична активність ядер, відбувається десинхронізація поділу зародкових клітин, що призводить до автономізації метаболічних процесів у диференційованих клітинах [78]. Всі біосинтетичні процеси потребують перерозподілу пулів макроергів. До цього часу розвиток зародків здійснюється за рахунок генетичної інформації, яка нагромаджена материнським організмом [78].
Значний практичний інтерес викликають дослідження можливої мутагенної дії електромагнітних полів низької інтенсивності радіочастотного діапазону. Встановлено зростання кількості хромосомних аберацій, мікроядер у культурі клітин китайського хом’яка та лімфоцитах людини [168, 305]. У роботі [319] було показано підвищення відсотка клітин з мікроядрами, каріолізисом та клітин із двома ядрами в людей, що використовують мобільні телефони.

Вчені Харківського національного університету імені В. Н. Каразіна, Шкорбатов Ю. Г. та Пасюга В. М. встановили, що мікрохвильове опромінення клітин букального епітелію людини викликає істотне збільшення вмісту гранул гетерохроматину [90]. Процес формування гетерохроматинових гранул та гетерохроматизації дослідники пояснюють зниженням активності генів [230].
Опромінення ембріонів перепела японського призводило до істотного зростання 8-оксогуанозину (молекулярний маркер оксидативного ушкодження ДНК). Тобто, відбувається оксидативне ушкодження ДНК, а саме гуаніну в ембріональних клітинах [128]. Мікрохвилі можуть прискорювати реакцію перенесення електронів у молекулі ДНК, що призводить до ослаблення водневих зв’язків і розходження двох ланцюгів [122].
Здатність ЕМВ радіодіапазону стимулювати утворення АФО, ймовірно, пояснює потенційний механізм можливого пошкодження ДНК. Відомо, що супероксид-аніон радикал не пошкоджує молекули ДНК, тоді як високореакційний гідроксильний радикал спричиняє її руйнування [230]. Він утворюється в клітинах внаслідок реакції Фентона (Fe2++H2O2→Fe3++OH•+OH-) і реакції Габера-Вейса (О2•-+Н2О2 → О2+ОН•+ОН-) [237]. Оскільки супероксид-аніон радикал перетворюється СОД до пероксиду гідрогену, обидві вищезгадані реакції залежні від концентрації супероксиду і активності ензимів АОС в клітині.
Постійне оксидативне пошкодження ДНК є причиною мутагенних та канцерогенних процесів, а саме зміни швидкості транскрипції, помилок реплікації і геномної нестабільності. Значно підвищений рівень АФО в живих клітинах внаслідок дії ЕМВ РЧ діапазону може призводити до мутагенних ефектів через оксидативні пошкодження ДНК [128, 148, 181]. Відомо, що в біологічних системах оксиданти, зокрема пероксид гідрогену, є не завжди тригерами оксидативного пошкодження, а можуть бути сигнальними месенджерами та керувати шляхами клітинної сигналізації [301]. Таким чином, вчені висувають гіпотезу, що надмірне утворення АФО/вільних радикалів у живих клітинах за впливу низькоінтенсивного ЕМВ може призвести до порушення клітинної сигналізації, що є причиною різних патологічних змін.
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. 4.1).
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 у різнонапрямлених змінах їхніх активностей.
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Рис. 4.1. Гіпотетична схема впливу ЕМВ радіодіапазону на мембранопов’язані процеси впродовж ембріогенезу в’юна.

Згідно схеми (рис. 4.1) 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 ферментів можуть бути наслідком підвищення процесів ПОЛ.
Інтенсивність ліпідної пероксидації характеризується збільшенням вмісту ГП та ТБК-позитивних продуктів, що проявляють мембранотоксичний ефект і знижуть життєздатність зародків в’юна. Аналізуючи наукову літературу, необхідно зазначити, що вплив ЕМВ радіодіапазону чинить прооксидантну дію, активуючи НАДФН-залежну оксидазу, локалізовану в клітинних мембранах [150]. Цей ензим продукує супероксид-аніон радикал, який започатковує ланцюгові реакції утворення інших АФО [164, 247]. 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 та ГПО. 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. На відміну від супероксиду, який знешкоджує СОД, не виявлено ферменту, який би інактивував гідроксильний радикал, через занадто коротку тривалість напівжиття.
З даних літератури відомо, що ОН•, який уворюється в результаті окисно-відновних процесів у клітині є сильним окисником і основним фактором окисної модифікації клітинних структур. У нуклеїнових кислотах ОН• руйнує містки між нуклеотидами, розриває ланцюги ДНК і РНК, внаслідок цього відбувається мутація та загибель клітин [156]. Усередині ліпідного бішару ОН• ініціює реакції ПОЛ, що призводить до пошкодження мембран та порушення їх функцій [43].
Гідроксильний радикал належить до АФО і є найбільш активним компонентом оксидативного стресу. Він здатний забирати атом водню від органічних сполук з утворенням органічного вільного радикалу (RH+ОН·→R·+ H2O) [89]. Час напівжиття t½ гідроксильного радикалу in vivо – дуже короткий – близько 10-9 с, що в сукупності з його високою реакційною здатністю призводить до того, що він є одним з найбільш небезпечних агентів, які утворюються в організмі [281].
Враховуючи результати досліджень, можна припустити, що за впливу ЕМВ радіодіапазону відбувається модифікація ліпідних компонентів мембран, що є основою порушення мембранної проникності, пригнічення чи активації різних ферментних 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 [227].
Отже, нами встановлено, що електромагнітне випромінювання радіодіапазону негативно впливає на зародкові клітини: призводить до інтенсифікації процесів ПОЛ, а також викликає зміни у функціонуванні ферментів системи антиоксидантного захисту організму. Порушення прооксидантно-антиоксидантного гомеостазу може бути першопричиною зміни функціонування мембранозв’язаних транспортних ферментів.
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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Додаток А

Таблиця 1
Хімічний склад фізіологічного розчину для холоднокровних – 
розчину Гольтфретера [13]

	Складники
	Концентрація, мМ
	Об’єм маточного розчину на 

1 л готового розчину, мл

	CaCl2
	1,5
	3

	NaCl
	30
	60

	KCl
	1
	2

	MgCl2 ( 6H2O
	0,25
	0,5

	NaHCО3
	1
	2

	C10H16O8N2
(EDTA)
	0,25
	5


Додаток Б
Таблиця Б.1

Результати регресійного аналізу реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна за впливу ЕМВ (1,7 мкВт/см2) 

(M ± m, n = 7–10)
	Стадії розвитку

              зародків
Кінетичні

параметри
	2 бластомери
	64 бластомери
	1024 бластомери

	контроль

	a
	0,05 ***
	0,03 *
	0,04 *

	b
	0,08 ***
	0,09 ***
	0,09 ***

	R2
	0,977
	0,975
	0,994

	1 хв

	a
	0,07 ***
	0,04 **
	0,03 ***

	b
	0,09 ***
	0,1 ***
	0,1 ***

	R2
	0,99
	0,99
	0,998

	5 хв

	a
	0,06 ***
	0,06 *
	0,06 *

	b
	0,11 ***
	0,12 ***
	0,15 ***

	R2
	0,994
	0,955
	0,974

	10 хв

	a
	0,06 ***
	0,05 ***
	0,04 *

	b
	0,12 ***
	0,11 ***
	0,16 ***

	R2
	0,999
	0,998
	0,976

	20 хв

	a
	0,1 **
	0,09 **
	0,05 *

	b
	0,13 ***
	0,13 ***
	0,19 ***

	R2
	0,945
	0,96
	0,977


Таблиця Б.2
Результати регресійного аналізу реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна за впливу ЕМВ (6,9 мкВт/см2) 

(M ± m, n = 7–10)
	Стадії 
розвитку

зародків
Кінетичні
параметри
	2 бластомери
	64 бластомери
	1024 бластомери

	контроль

	a
	0,05 ***
	0,03 *
	0,04 *

	b
	0,08 ***
	0,09 ***
	0,09 ***

	R2
	0,977
	0,975
	0,994

	5 хв

	a
	0,242 *
	0,1
	0,165 ***

	b
	0,147
	0,27 **
	0,22 ***

	R2
	0,629
	0,892
	0,972

	20 хв

	a
	0,337 *
	0,15
	0,174 ***

	b
	0,346 *
	0,2 *
	0,15 ***

	R2
	0,781
	0,685
	0,946


Таблиця Б.3
Результати регресійного аналізу реакції гідролізу АТФ Na+, K+–АТФ-азою зародків в’юна за впливу ЕМВ (30,1 мкВт/см2) 

(M ± m, n = 7–10)
	Стадії 
розвитку

зародків
Кінетичні 
параметри
	2 бластомери
	64 бластомери
	1024 бластомери

	контроль

	а
	0,05 ***
	0,03 *
	0,04 *

	b
	0,08 ***
	0,1 ***
	0,09 ***

	R2
	0,977
	0,975
	0,994

	1 хв

	a
	0,13 *
	0,07 ***
	0,07 *

	b
	0,25 ***
	0,13 ***
	0,18 ***

	R2
	0,941
	0,994
	0,958

	5 хв

	a
	0,16 *
	0,08 **
	0,09 **

	b
	0,15 *
	0,14 ***
	0,09 **

	R2
	0,779
	0,958
	0,899

	10 хв

	a
	0,12 **
	0,11 **
	0,07 *

	b
	0,13 ***
	0,15 **
	0,14 ***

	R2
	0,945
	0,935
	0,95

	20 хв

	a
	0,22 **
	0,05
	0,09 ***

	b
	0,26 **
	0,16 **
	0,08 ***

	R2
	0,904
	0,928
	0,979














1024 бл.





256 бл.





64 бл.





16 бл.





2 бл.





Відбір зразків








контроль





20 хв





10 хв





5 хв





1 хв





ГПЕ=30,1 мкВт/см2,


Sony Ericsson K750i,


режим розмови





ГПЕ=6,9 мкВт/см2,


Nokia 5230,


режим розмови








ГПЕ=1,7 мкВт/см2,


Nokia 5230,


режим очікування





Електромагнітне випромінювання радіодіапазону
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