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 О. Ю. Степаненко
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Останніми роками спостерігається неухильне зростання числа захворювань серцево-судинної системи, пов’язаних з порушеннями, що виникають в ембріональний і плодовий період онтогенезу (Фоміних Т. А., 2003; Гунас И. В., Козлов С. В., Инджикулян А. А., 2005; Гунас І. В., Маєвський О. Є., Ковальский О. В., Коваленко Т. П., 2011). До 1,9 % новонароджених має ті чи інші форми вроджених вад серця, що виникли в результаті порушень формоутворюючих процесів у пренатальному онтогенезі (Бураковский В. И., Бухарин В. А., Подзолков В. П., 1996; Мутафьян О. А., 2002; 2005). Під час внутрішньоутробного життя може статися реалізація ряду генотипічних ознак у формі спадкових захворювань або патологічних явищ, що унеможливлюють подальший розвиток або збереження життя ембріона (Марковский В. Д., Васюта В. С., 1991; Марковський В. Д., 1992; Милованов А. П., Савельев С. В., 2006; Дьяченко А. П., Фоминых Т. А., Чалбаш Д. А-Р., 2011; Кущ О. Г., Волошин М. А., 2011). Встановлено, що внутрішньоутробне пошкодження ембріона електромагнітним опроміненням може статися на будь-якому етапі його розвитку: під час запліднення, дроблення, імплантації, і органогенезу (Брилль Г. Е., Панина Н. П., Невская Е. Ю., 2000; Ахтемійчук Ю. Т., 2008). Проте періодами максимальної чутливості до електромагнітного випромінювання є ранні стадії розвитку зародка – імплантація, плацентація і ранній органогенез (Брусиловский А. И., 1986; Бездольна І. С., 2003). Результатом впливів фізичних чинників, пояснюють значну частину ранньої внутрішньоутробної смертності (Машталір М. А., 2005; 2007; Шаторна В. Ф., 2008). Доведено, що проліферуючі тканини, що розвиваються, найбільш схильні до несприятливого впливу електромагнітного випромінювання. Із зростанням і розвитком ембріона зменшується вміст води і іонів, а отже, і провідність. Доведено, що на ембріональний розвиток впливають навіть малі інтенсивності електромагнітного випромінювання (Глушкова О. В., Новоселова Е. Г., Огай В. Б., 2001; Субботина Т. И., Яшин А. А., 2002; Сусак И. П., Пономарев О. А., Шигаев А. С., 2005). Потомство опромінених тварин менш життєздатно, спостерігаються аномалії розвитку, потворність, відставання у масі, порушення функції вищих відділів центральної нервової системи, зсув темпів постнатального розвитку. При електромагнітному опроміненні дорослих тварин характерне зменшення числа потомства, зміни в статевих органах самок, порушення в розвитку плоду, випадки мертвонародження. У деяких дослідженнях виявлена велика варіативність індивідуальної чутливості людини і тварин до електромагнітного випромінювання (Чуян Е. Н., Темурьянц Н. А., Пономарева В. П., Чирский И. В., 2004; Пилипенко О. В., Яцуненко А. Г., Гринюк В. А., Камков В. П., 2007). Гіпотеза про те, що безперервне електромагнітне випромінювання ефективніше впливає на біологічну систему, виведену із стану рівноваги, розглядається в роботах (Бецкий О. В., Девятков Н. Д., Кислов В. В., 1998; Бецкий О. В., Лебедева Н. Н., 2001; Чуян Е. Н., Темурьянц Н. А., Московчук О. Б., 2003). Якщо у вихідному стані деяка функція організму ослаблена в порівнянні з нормою, то опроміненням НВЧ-хвиль її можна практично повернути у норму (Тамбиев А. Х., Кирикова Н. Н., 2000; Пилипенко О. В., Яцуненко А. Г., Гринюк В. А., 2004). У дослідах на щурах показано, що характер пошкодження при одних і тих самих патогенних діях ззовні значною мірою обумовлений фазою ембріонального розвитку (Козлов В. О., Шаторна В. Ф., 2004; Шаторна В. Ф., 2007; 2009). Кожен орган в період інтенсивного початкового зростання, специфічного диференціювання тканин чутливий до ушкоджувальних впливів фізичних чинників, особливо в термінаційні періоди (Капустина Н. Б., Ошевенский Л. В., Крылов В. Н., 2001; Jachem J. R., 2008; Шаторна В. Ф., 2009; Шаторна В. Ф., Шпонька І. С., Абдул-Огли Л. В., Савенкова О. О., 2009). Існує значна кількість робіт у вітчизняній і зарубіжній літературі з проблеми впливу СВЧ- і НВЧ-випромінювань (Казакова Л. Г., Светлова С. Ю., Субботина Т. И., Яшин А. А., 1999; Лешин В. В., 2000; Celik O., Hascalik S., 2004; Parazzini M., Ravazzani P., Tognola G., Thuroczy G., 2007; Ahamed V. I., Karthik N. G., Joseph P. K., 2008). Відомо, що саме СВЧ- і НВЧ-випромінювання впливають на клітини серця і, отже, на його функціонування (Селюк М. М., 2009). При цьому дія надслабких СВЧ і НВЧ електромагнітних випромінювань істотно впливає на властивості серцево-судинної системи і змінює протікання фізіологічних процесів у ній, причому чим вище рівень організації біосистеми, тим вище чутливість до сигналів (Кожокару А. Ф., 1996; Илларионов В. Е., 1998; Субботина Т. И., Яшин М. А., Яшин А. А., 1998). У процесі погодженого функціонування та фізіологічної адаптації серцево-судинної системи спостерігається коливання її функціональної активності у вигляді зниження або підвищення, пригноблення або активації (Антипов В. Н., Синев А. Ф., Кирьякулов Г. С., Антипов Н. В., 2007;  Гунас І. В., Стефаненко І. С., 2011). У діапазоні високих частот електричні властивості клітин серця носять ємкісний характер, і сповільнені механізми поляризації в цьому діапазоні частот можуть наводити до значних діелектричних втрат у тканинах, що у свою чергу призводить до нагрівання, тобто гіпертермії і формування вад розвитку. Підвищення температури тканин викликає всілякі реакції як за рахунок дії на самі тканини, так і впливи на місцеві терморецептори і центри теплорегуляції (Шелупанов А. А., Федотов Н. М., Кирдяшкин Д. А., 2005). Спостережувані при цьому ефекти, якщо вони і виникають, до цих пір не ясні і важко піддаються визначенню. У зв’язку з цим представлене морфологічне дослідження, пов’язане з вивченням впливу на хід ембріогенезу і кардіогенезу електромагнітного випромінювання, є актуальним. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційне дослідження є фрагментом планової наукової роботи кафедри анатомії людини Дніпропетровської державної медичної академії «Розвиток та становлення серця, його судин, папілярно-трабекулярного і клапанного апарату в онто- і філогенезі» (номер державної реєстрації 0101U000777) і «Морфогенез серця та судин при експериментальних втручаннях» (номер державної реєстрації 0106U12193).

Мета дослідження – встановлення морфогенетичних змін серця і плаценти ембріонів щурів під впливом електромагнітного випромінювання.

Для досягнення поставленої мети були визначені такі завдання.

1. Виявити морфогенетичні зміни в серці зародків щурів на ранніх стадіях розвитку, в період септації в нормі і під впливом НВЧ- і СВЧ-випромінювань.

2. Виявити морфогенетичні зміни під впливом НВЧ- і СВЧ-випромі​ню​вань на зовнішній розвиток і кардіогенез ембріона щура.

3. Виявити термінаційні періоди кардіогенезу, закономірності формування і спектр аномалій та вад серця після впливу НВЧ і СВЧ електромагнітного випромінювання.

4. Вивчити особливості морфогенезу серця ембріонів щурів з використанням сучасних гістохімічних методик у нормі і після впливу НВЧ- і СВЧ-випромінювань.

5.  Виявити морфогенетичні зміни в хоріоні щурів в нормі і під впливом НВЧ- і СВЧ-випромінювань.

6. Виконати зіставлення механізмів нормального і аномального морфогенезу сердець і плацент щурів в експерименті. 

Об’єкт дослідження – ембріональний розвиток серця та плаценти щура. 

Предмет дослідження – анатомія серця та плаценти ембріонів щура у нормі та після електромагнітного випромінювання.

Методи дослідження: препарування – для дослідження серця та плаценти; мікроскопія гістологічних зрізів серця та плаценти – для вивчення структурних компонентів стінки серця та ворсин хоріона щура; імуногістохімічні дослідження на виявлення антигенів апоптозу, проліферації, судинного ендотелію, гладенької м’язової тканини, плацентарного лактогену зі специфічними маркерами (bcl-2, Ki-67, CD34, α-sma, Plap); лектиногістохімічні дослідження на виявлення рецепторів лектинів як гістохімічних маркерів окремих типів клітин, клітинних популяцій зі специфічними маркерами міграції – кори бузини чорної (SNA) та адгезії – зародки пшениці (WGA), виноградного равлика (HPA) і кори золотого дощу (LABA); морфо- і гістометрія з подальшою статистичною обробкою – для вивчення динаміки кількісних параметрів серця, його стінок та плаценти у нормі та після впливу електромагнітного випромінювання. 
Наукова новизна одержаних результатів. Уперше зіставлені основні етапи кардіогенезу в нормі і після впливу сверхвисоких і надвисоких частот електромагнітного випромінювання. Вперше описані взаємозв’язки між структурними компонентами клапанів серця щура, етапи клітинної диференціації серця ембріонів щурів під впливом електромагнітного випромінювання різних частот. Виявлені закономірності формування вад серця і структурних змін у стінці серця під впливом НВЧ- і СВЧ-випромінювань. Вперше описані структурні зміни після впливу електромагнітного випромінювання при формуванні міжпередсердної та міжшлуночкової перегородки, папілярно-трабекулярного апарату, клапанів серця щурів, процесів делямінації і дегісценції, в порівнянні з нормою. За допомогою гістологічних, імуногістохімічних і лектиногістохімічних досліджень вивчені і описані процеси, що призводять до формування вад серця під впливом сверхвисоких частот електромагнітного (СВЧ) випромінювання і структурних змін у різних відділах серця після впливу надвисоких частот електромагнітного (НВЧ) випромінювання. Вперше виконана порівняльна характеристика впливів сверхвисоких і надвисоких частот електромагнітного випромінювання на розвиток серця і хоріона щурів і виявлені термінаційні періоди кардіогенезу, протягом яких вплив фізичних тератогенних факторів призводить до формування аномалій і вад розвитку серця. Вперше зіставлені за системою загальних параметрів механізми нормального і аномального морфогенезу та кардіогенезу в експерименті і отримано нові дані щодо аномального морфогенезу серця та плаценти щурів після впливу електромагнітного випромінювання.

Практичне значення одержаних результатів. Отримані результати дозволять поглибити і розширити існуючі уявлення про кардіогенез та плацентацію, пояснити особливості патогенезу вроджених захворювань серцево-судинної системи, прогнозувати порушення розвитку серця та плаценти щурів після НВЧ-ви​про​мінювання та появу і тип уроджених вад розвитку серця після дії СВЧ-випро​мі​нювання.Описані особливості структурної організації окремих відділів серця і плаценти в нормі і при дії електромагнітного випромінювання дозволяють обґрунтувати закономірності змін, викликаних впливом фізичних факторів. Результати досліджень стосовно механізмів формування вад розвитку можуть бути використані для розширення теоретичних можливостей у діагностичній практиці перинатальної патології, а також для розробки профілактичних і коригувальних заходів у гінекологічній практиці в тому випадку, якщо в пренатальному періоді відбувся вплив електромагнітного випромінювання як тератогенного фактора, а також у патологоанатомічних дослідженнях з метою встановлення справжніх причин антенатальної патології плоду, різних форм аномалій, вад розвитку клапанів, перегородок серця і плаценти.

Теоретичні дані впроваджено до навчального процесу на кафедрах анатомії людини медичних вищих навчальних закладів України: Кримського державного медичного університету ім. С. І. Георгієвського (м. Сімферополь); Харківського національного медичного університету; ДВНЗ «Івано-Франківський національний медичний університет»; Запорізького державного медичного університету; Тернопільського державного медичного університету ім. І. Я. Горбачевського; Львівського національного медичного університету ім. Данила Галицького; на кафедрі топографічної анатомії і оперативної хірургії Буковинського державного медичного університету (м. Чернівці); на кафедрі судової медицини Національної медичної академії післядипломної освіти імені П. Л. Шупика (м. Київ); на кафедрі нормальної анатомії людини і гістології Ужгородського національного університету, Української медичної академії (м. Полтава); Луганського державного медичного університету.
Особистий внесок здобувача. Автором самостійно проведено патентно-інформаційний пошук, написано звіт, визначено мету і завдання даного дослідження. Самостійно проведено набір матеріалу, його обробку, включаючи і статистичну обробку одержаних результатів. Проаналізовано результати, сформульовано основні положення і висновки роботи. Дані, що стосуються морфогенетичних перетворень серця та плаценти щура у нормі та після впливу НВЧ і СВЧ-частот електромагнітного випромінювання та закономірностей формування вад розвитку після впливу СВЧ-випромінювання, належать здобувачеві. В актах впровадження наводяться дані, що особисто отримані автором під час виконання роботи. Автором не були використані матеріали кандидатської дисертації та ідеї співавторів публікацій. 
Апробація результатів дослідження. Основні положення дисертаційного дослідження апробовані на: III всеукраїнській науковій морфологічній конференції «Карповські читання» (Дніпропетровськ, 2006), в материалах 14-го российского симпозиума с международным участием «Миллиметровые волны в медицине и биологии» (Москва, 2007), VIII міжнародному конгресі патологів України «Сучас​ні проблеми патоло​гічної анатомії» (Полтава, 2008), науково-практичній конференції «Морфологічні основи компенсаторно-пристосу​вальних процесів і їх структурне забезпечення» (Тернопіль, 2008), науково-практичній конференції «Морфологічний стан тканин і органів систем організму в нормі та патології» (Тернопіль, 2009), всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні проблеми ембріологічних досліджень» (Дніпропетровськ, 2009), науково-практичній конференції «Здобутки клінічної і експериментальної медицини» (Тернопіль, 2009), V міжнародній науково-практичній конференції «Nauka і innowacja–2009» (Przemyśl, 2009), «Научніят потенціал на світла–2009» (Софія, 2009), «Научніят потенціал на світла–2009» (Praha, 2009), всеукраїнській науково-практичній конференції «Медична наука–2009» (Полтава, 2009), VI міжнародній науково-практичній конференції «Последніте навчи збагнення – 2010» (Софія, 2010), науково-практичній конференції «Актуальні питання морфології» (Тернопіль, 2010), VIII Міжрегіональній науковій конференції «Здобутки клінічної і експериментальної медицини» (Луганськ, 2010), на засіданнях Дніпропетровського обласного відділення товариства АГЕТ України (Дніпропетровськ, 2009, 2010), симпозіумі «Морфогенез органів та тканин під впливом екзогенних факторів» (Алушта, 2010), всеукраїнській науково-прак​тичній конференції «Медична наука–2010» (Полтава, 2010), VІ науково-прак​тичній конференції «Zpravy vedecke ideje–2010» (Praha, 2010), VІ науково-прак​тичній конференції «Nastoleni moderni vedy–2010» (Praha, 2010), VІ науково-практичній конференції «Nauka I inovacja–2010» (Przemysl, 2010), VІ науково-практичній конференції «Wschodnie Partnerstwo–2010» (Przemysl, 2010), VІ між​народній науково-практичній конференції «Научният потенциал на света – 2010» (Софія, 2010), всеукраїнській науково-практичній конференції «Актуальні питання медицини» (Дніпропетровськ, 2011), IХ Міжрегіональній науковій конференції «Актуальні питання біології та медицини» (Луганськ, 2011), I всеукраїнській науково-практичній конференції «Морфологія людини та тварини» (Миколаїв, 2011), в матеріалах VІІ международной научно-практической корференции «Dynamika naukowych badan–2011» (Przemysl, 2011).
Публікації. За матеріалами дослідження опубліковано 53 наукові праці, з них: 24 статті у фахових виданнях (з них 9 – одноосібно), що входять до переліку ВАК України, 23 тези у матеріалах конгресів та конференцій, одержано 3 свідоцтва про реєстрацію авторського права на твір, 1 патент, співавтор монографії.

Структура і обсяг дисертації. Матеріали дисертаційної роботи викладено на 287 сторінках. Робота містить такі розділи: вступ, огляд літератури, 3 розділи результатів власних досліджень, розділ – аналіз та узагальнення результатів досліджень, висновки, рекомендації щодо практичного використання. Список використаних джерел містить 327 найменувань (246 робіт кирилицею, 81 – латиницею). Дисертаційна робота проілюстрована 99 рисунками і 23 таблицями, які займають 0 повних сторінок. 
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріал і методи дослідження. Матеріалом для даного дослідження стали білі лабораторні щури в кількості 380 об’єктів: 150 ембріонів під впливом надвисоких частот електромагнітного випромінювання (НВЧ) і 150 ембріонів під впливом сверхвисоких частот (СВЧ); з них контрольну групу склало 80 об’єктів щурів – самок, які не піддавалися під час вагітності впливу електромагнітного випромінювання. Комісією з біоетики Дніпропетровської державної медичної академії (протокол № 2 від 13.02.08) встановлено, що проведені наукові дослідження ембріонів щурів відповідають етичним вимогам згідно з наказом МОЗ України від 01.11.00 № 231  «Загальні етичні принципи експериментів над тваринами», які затверджені І Національним конгресом з біоетики (Київ, 2001), згідно з положеннями «Європейської конвенції з захисту хребетних тварин, які використовуються в експериментах та з іншою навчальною метою» (Страсбург, 18.03.86). Матеріал нами був отриманий з віварію Дніпропетровської державної медичної академії. Розподіл матеріалу проведено згідно зі стадіями розвитку Б. Л. Астаурова (Астауров Б. Л., Детлаф Т. А., Гайсинович А. Е. и др., 1975). Щур є об’єктом описової та експериментальної ембріології. Розподіл матеріалу за стадіями представлено в таблиці.
Таблиця

Розподіл матеріалу контрольної та експериментальної груп досліджень 
за стадіями розвитку щура 
	Доба розвитку
	Строк розвитку
	Кількість об’єктів під впливом НВЧ
	Кількість об’єктів під впливом СВЧ
	Контрольна група

	10–11,5 доби
	12–14-та стадії
	50
	50
	20

	12,5–14 діб
	15–17-та стадії
	40
	40
	20

	15,5–17,5 доби
	18–20-та стадії
	30
	30
	20

	18,5–21 доба
	21–23-тя стадії
	30
	30
	20

	Всього об’єктів
	
	150
	150
	80


Даний розподіл термінів впливу на хід нормального загального розвитку та кардіогенезу дозволив визначити періоди, в які дія фізичних факторів була найбільша і призводила до формування значних відхилень в ембріогенезі піддослідних тварин. Для впливу обирались моменти, що передують утворенню делямінаційної пластинки, провізорних атріовентрикулярних та напівмісяцевих клапанів, перегородок, плаценти. Тобто найбільшу увагу ми приділили термінам раннього кардіогенезу у дослідженнях з ембріонами щура. 
Щур є класичним об’єктом морфологічних досліджень. Вплив НВЧ-випромінювання здійснювався апаратом «Рамед-експерт 02» з частотою 42,3 ГГц, експозицією 30 хвилин, щодня протягом перших 10 днів вагітності на передню черевну стінку. Опромінення проводили в камерах Когана, які встановлювали під рупор НВЧ-апарату, шляхом виготовлення отвору в нижній частині камери. Самки щурів розміщувалися в камері, фіксувалися в них, і знизу на ділянку передньої черевної стінки підводили рупор НВЧ-апарату. Вплив СВЧ-випромінювання здійснювався генератором з частотою 2 450 МГц, експозицією 90 хвилин, щодня протягом перших 10 днів вагітності на вагітну самку на все тіло в цілому з потоком потужності 25 мкВт/см2. Використання цих камер дозволило стандартизувати умови проведення експерименту завдяки отвору, який знаходиться на задній частині камери, що дозволяє фіксувати щурів незалежно від розміру. Під час знаходження в камері щурів експеримент починався з моменту заспокоєння тварини. Всі самки вижили. Самки знаходилися в звичайних умовах в стандартній клітці, за ними проводилося систематичне спостереження. Дослідження проводилися на кафедрі прикладної та комп’ютерної радіофізики Дніпропетровського національного університету (з якою був укладен договор про спільну співпрацю).
Для морфологічної оцінки формування зовнішніх вад та порушень ембріогенезу і вад та порушень серця у ембріонів щурів після дії електромагнітного випромінювання при макроскопічному дослідженні визначали: кут сгинання ембріона; відповідність діагностичних ознак терміну розвитку (доба, стадії); ступінь аномальних процесів розвитку ембріона щура в цілому під впливом електромагнітного випромінювання (затримка росту ембріона, аномалії кінцівок); ступінь аномальних процесів розвитку кардіогенезу (ектопія серця) та плацентації (відшарування). 
Кут згинання вимірювали між двома умовними лініями, що проводили на голові та тулубі. Головну лінію проводили паралельно до спини на рівні бруньок обох кінцівок. Перетин цих ліній і складав кут згинання. У нормі кут згинання ембріона на 10-й добі (12-та стадія) розвитку складав менше 50º, при цьому голова ембріона торкалась хвостового відділу. Якщо кут згинання був більше 50º, а голова не торкалась хвоста, це розцінювалось як порушення розвитку. На пізніх етапах ембріогенезу щура використовувались наступні загальноприйняті діагностичні ознаки відповідності добі та стадіям розвитку: розвиток фаланг на передніх та задніх кінцівках, формування вібрис та складок шкіри.
Відповідно до мети і завдань дослідження був використаний адекватний комплекс методів гістологічного, імуногістохімічного, лектиногістохімічного, морфометричного аналізів. Всі методи можна представити як комплекс морфологічних методик. 

1. Анатомічні – препарування використовувалося для виділення серця, його стінок, а також плаценти, хоріона, його ворсин у ембріонів щурів для макроскопічного дослідження зовнішньої будови ембріонів щура та їхніх органів. Макроскопічне дослідження проводили для встановлення стадії розвитку, можливих зовнішніх вад розвитку серця та порушень розвитку плаценти після фіксації рідиною Буена або формаліну.

2. Гістологічні методики – виготовлення серійних гістотопографічних зрізів для аналізу просторового розміщення структурних компонентів серця та ворсин хоріона в нормі та після впливу електромагнітного випромінювання, для аналізу стану розвитку плаценти та клапанів і перегородок серця щура, аномалій та вад розвитку серця з використанням світлової мікроскопії після впливу СВЧ-випромінювання. Для вивчення порушень структурних компонентів камер серця та плаценти використовували гістологічні зрізи, забарвлені стандартними оглядовими гістологічними методиками (залізний гематоксилін Генденгайна, гематоксилін-еозин). 

3. Імуногістохімічні та лектиногістохімічні – для оцінки перебігу кардіогенезу та розвитку плаценти в нормі та змін основних гістогенетичних процесів (проліферація, клітинна загибель, зростання клітин, васкулогенез) та їх співвідношень після впливу електромагнітного випромінювання. Використання імуногістохімічних маркерів та систем візуалізації у зв’язку з їх високою чутливістю та інформативністю дозволяє на клітинному та тканинному рівнях кількісно оцінювати процеси клітинної проліферації, диференціювання, клітинної загибелі. В роботі використовували такі маркери.
· CD34 – цитоспецифічний маркер ендотелію. Використання саме цього маркера дало можливість визначити початок і напрямок перших етапів утворення судин серця та плаценти.
· α-sma – маркер гладенької м’язової тканини, використання якого дало можливість відстежити диференціювання первинних судин серця та плаценти в нормі та зміни, які відбуваються після впливу електромагнітного випромінювання. 

· bcl-2 – маркер апоптозу (запрограмована загибель клітин у відповідь на зовнішні або внутрішні сигнали). Ми досліджували клітинну загибель у ворсинах хоріона та серця в ембріогенезі щура в нормі та після впливу електромагнітного випромінювання.
· ядерний маркер Кі-67 – маркер проліферації, який дозволяє позначити всі клітини, що знаходяться на різних стадіях мітозу у серці та ворсинах хоріона щура.
· плацентарного лактогену – Plap – епітелій у плаценті в нормі та після впливу електромагнітного випромінювання.
· лектиногістохімічні дослідження зі специфічними маркерами міграції – кори бузини чорної (SNA) та адгезії – зародки пшениці (WGA), виноградного равлика (HPA) і кори золотого дощу (LABA) у серці щура в нормі та зміни їх накопичення після впливу електромагнітного випромінювання.

4. Морфометричні дослідження проводили на рівні цілого органа, ділянки органа, гістологічного зрізу і поля зору мікроскопа. На рівні плаценти і серця в цілому визначали масу та лінійні розміри серця і окремих його відділів у нормі та після дії електромагнітного випромінювання. При дослідженнях розвитку серця проводилася морфометрія на поперечних та повздовжніх серійних гістотопографічних зрізах за допомогою окулярів – мікрометра МОВ 1-16. При вимірюванні товщини м’язової та перетинкової частин мішлуночкової перегородки оцінювали максимальне значення цих параметрів у нормі та після впливу НВЧ та СВЧ-випромінювань. При вимірюванні товщини міжпередсердної перегородки також визначали максимальне значення. 
Ми керувалися загальноприйнятими діагностичними ознаками нормального ходу ембріогенезу, за якими можна класифікувати наявність порушень розвитку: росто-масові показники, кардіофетальний та плацентарно-плодовий (фетоплацентарний) індекси. 

Фетоплацентарний індекс розраховували за формулою
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де ФПІ – фетоплацентарний індекс; m – маса плаценти; М – маса ембріона, 
та кардіофетальний індекс – за формулою
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де КФІ – кардіофетальний індекс; m – маса серця; М – маса ембріона щура.

Одержані дані обробляли статистично з використанням ліцензійного пакета прикладних програм. Достовірність розходження даних оцінювали з використанням критерію Стьюдента або за допомогою непараметричних критеріїв (Ван-дер-Вардена, Уілкоксона). Достатньою вважали ймовірність похибки менше 5 % (р<0,05). Під час проведення біометричного аналізу отриманих результатів розрахунки виконували за допомогою IBM PC «Pentium» при використанні відповідних прикладних програм STATISTIKA версія 6.1 (номер продукту AGAR 909 E 415822FA). 
Результати дослідження та їх обговорення. Результати досліджень показали, що електромагнітне випромінювання по-різному впливає на потомство щурів. Так, у результаті наших досліджень відмічався стимулюючий вплив НВЧ-випромінювання на потомство – до 11 ембріонів, в порівнянні з контрольною групою – 7–9, і після впливу СВЧ-випромінювання – зменшення (6), (рис. 1). 
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Рис. 1. Ембріони щура в хоріодальному мешку 10-ї доби (12-та стадія): а – в нормі; б – після СВЧ-випромінювання; в – після НВЧ-випромінювання. 
Вплив СВЧ-випромінювання як тератогенного фактора на хід ембріогенезу порівняно з контрольною групою продемонстрував стабільне відставання показників маси ембріонів щурів. У порівнянні з ембріонами контрольної групи після впливу СВЧ-випро​мінювання відбулося відставання в розвитку на 2–3 стадії, на відміну від впливу НВЧ-випромінювання, при дії якого ембріон щура або не відставав від норми, або спостерігалося слабо виражене відставання, в середньому на 1 стадію розвитку, враховуючи діагностичні ознаки зовнішнього розвитку відповідних таблиць нормального розвитку.
Слід зазначити, що в експерименті не спостерігалося смертності ембріонів як при впливі НВЧ, так і СВЧ-випромінювання. 
Для більш детального оцінювання формування зовнішніх вад і вад серця у ембріонів після впливу електромагнітного випромінювання ми керувалися загальноприйнятими діагностичними ознаками нормального ходу ембріогенезу, за яким можна класифікувати наявність порушень розвитку. 
Флексія (згинання) – зміна згинання тулубового і хвостового відділів. Торсія (скручування) – скручування уздовж поздовжньої осі. В нормі флексія і торсія спостерігаються з 12-ї по 18-ту стадії (від 10 до 15,5 діб). 
Порушення даних процесів, що виявляються у відсутності повноцінного згинання і скручування, є діагностичною ознакою відхилення розвитку ембріонів від відповідних стадій розвитку. У контрольній групі хвіст на 12-й стадії майже дотикався до голови, після впливу НВЧ-відбувався неповноцінний дотик, і був відсутній дотик після впливу СВЧ-випромінювання (рис. 2). 
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Рис. 2. Ембріони щура 10-ї доби (12-та стадія): а – в нормі; б – після НВЧ-випромінювання; в – після СВЧ-випромінювання. Стрілками показано порушення флексії. 
На 16–17-й стадіях відбувалося порушення як флексії, так і торсії, що спостерігалися в контрольній групі. Відбувалося неповноцінне дотикання головного і тулубового відділів після впливу НВЧ і відсутність дотикання після впливу СВЧ-випромінювання, що можна було інтерпретувати як порушення розвитку (рис. 3). 
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Рис. 3. Ембріони щура 14,5-ї доби (17-та стадія): а – в нормі; б – після НВЧ-випромінювання; в – після СВЧ-випромінювання. Стрілками показано порушення флексії та торсії. 
З 17-ї стадії класичними загальноприйнятими діагностичними критеріями розвитку було формування фаланг, порушення яких відбувалося внаслідок впливу СВЧ-випромінювання і не відбувалося під впливом НВЧ-випромінювання. Характерною особливістю в ембріогенезі щурів є більш ранній, на 17–18-й стадіях, розвиток фаланг передніх кінцівок порівняно з розвитком фаланг задніх кінцівок (рис. 4).
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Рис. 4. Ембріони щура 14-ї доби (17-та стадія): а – в нормі; б – після НВЧ-випромінювання; в – після СВЧ-випромінювання. Стрілками показано порушення флексії та торсії та формування кінцівок. 
Досліджуючи вплив СВЧ- і НВЧ-випромінювання, ми визначали зміни в кардіогенезі на макрорівні. У дослідженні серед вад серця на макрорівні під впливом СВЧ-випромінювання спостерігалося формування грудної ектопії на 15-й стадії розвитку. У контрольній групі і під впливом НВЧ-випромінювання цієї вади розвитку не спостерігалося. Під впливом НВЧ-випромінювання спостерігалася фізіологічна ектодермальна реакція у вигляді короткочасної реакції зміни кольору шкіри ембріона, що мала рожевий відтінок (рис. 5).
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Рис. 5. Ембріони щура 12,5-ї доби (15-та стадія): а – в нормі; б – після НВЧ-випромінювання (ектодермальна реакція); в – після СВЧ-випромінювання. Ектопія серця показано стрілкою. 

У подальших дослідженнях вивчали вплив СВЧ- і НВЧ-випромінювання на розвиток ембріонального серця на мікрорівні. Після утворення сигмоподібного серця послідовно починаються процеси септації серця: утворення ендокардіальних подушок і ендокардіальних гребенів, пов’язані з накопиченням і редукцією кардіогелю (позаклітинного матриксу), процесами делямінації (розшарування) і дегісценції (відщеплення) міокарда шлуночків і атріовентрикулярного каналу. У контрольній групі формування ендокардіальних подушок ми спостерігали на 14–15-й стадії розвитку ембріона щура. У цей період поступово відбувалося заповнення ендокардіальних подушок мезенхімними клітинами завдяки епітеліально-мезенхімним трансформаціям (рис. 6, а). 


В експерименті після впливу СВЧ-випромінювання показовою була зміна форми, розмірів і розташування ендокардіальних подушок – провізорних атріовентрикулярних клапанів серця щура. Так, ендокардіальні подушки були розширені, укорочені і асиметричні, що підтверджували застосування як класичних гістологічних методик, так і лектиногістохімічних методів дослідження (лектин адгезії WGA), рис. 6, б. Таких самих змін зазнавали після впливу СВЧ-випромінювання і ендокардіальні гребені – провізорні півмісяцеві клапани. Під впливом НВЧ-випромінювання, як і в контрольній групі, зміни форм і розмірів ендокардіальних подушок (ЕП) і ендокардіальних гребенів (ЕГ) серця ембріона щура не спостерігалися. 
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Рис. 6. Ендокардіальні подушки ембріона щура 12,5-ї доби (15-та стадія): а – після НВЧ-випромінювання (форма не змінена); б – після СВЧ-випромінювання (укорочені і асиметричні). Забарвлення: а – еозин; б – міграція – рецептори лектинів  (WGA). Збільшення об. 40, ок. 4

Що ж стосується стінок серця, то після впливу СВЧ-випромінювання відбувається пригнічення і зменшення процесів проліферації і васкулогенезу, що призводить до дистрофічних процесів, у той час як після впливу НВЧ-випромінювання спостерігалося посилювання та збільшення процесів проліферації і васкулогенезу, що призводить до розширення судин, камер і стінок серця, тобто гіпертрофічні процеси (рис. 7, 8).
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Рис. 7. Судини в стінці серця щура 14-ї доби (17-та стадія): а – в нормі; б – після НВЧ-випромінювання; в – після СВЧ-випромінювання. Забарвлення - маркер ендотелію CD-34 (коричневий колір). Збільшення об. 40, ок. 4
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Рис. 8. Міокард правого шлуночка серця щура 13-ї доби (16-та стадія) розвитку: а – контрольна група; б – після дії СВЧ-випромінювання; в – після дії НВЧ-випромінювання. Стрілками вказані мітози в клітинах цитотрофобласта (маркер проліферації – Ki-67). Збільшення об. 40, ок. 4
Дані процеси особливо показово простежувалися в міжшлуночковій перегородці (рис. 9). Після дії СВЧ-випромінювання ми спостерігали в міжшлуночковій перегородці формування міжшлуночкового отвору в результаті незарощення її м’язової і перетинкової частин, що становить лише 0,7 % від усіх порушень кардіогенезу після впливу СВЧ-випромінювання.
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Рис. 9. Серце і міжшлуночкова перегородка ембріона щура 12,5-ї доби (15-та стадія): а – після НВЧ-випромінювання (форма не змінена); б – після СВЧ-випромінювання (стоншення її стінки). Забарвлення: а – еозин; б – гематоксилін - еозин. Збільшення об. 40, ок. 4
Під впливом НВЧ-випромінювання незарощення міжшлуночкової перегородки не спостерігалося і відмічалося потовщення міжшлуночкової перегородки і наявність перфорацій з утворенням синусоїдів. 
В експерименті після впливу СВЧ-випромінювання вплив його на міжпередсердну перегородку проявлявся у стоншенні її стінки і збільшенні кількості трабекул, які були подовжені та потовщені в порівнянні з показником контрольної групи на одній і тій самій стадії розвитку. Певна гетерогенність скріплення лектинів міграції SNA і адгезії WGA і LABA в різних ділянках стінки серця демонструє процеси міграції та адгезії, а також свідчить про їхню функціональну значущість, оскільки накопичення лектинів відбувалося в тих ділянках тканин, де перебігали гістогенетичні процеси. При дії НВЧ-випромінювання накопичення були більшими, а при дії СВЧ-випромінювання значно меншими.

У зв’язку з тим що щур є твариною плацентарною, ми розглянули формування плаценти в нормі і після дії надвисоких частот електромагнітного випромінювання. За період розвитку ембріона щура плацента проходить прискорений порівняно з людиною етап розвитку. У той період, коли відбуваються зміни співвідношень між зародком і його позазародковими органами, з одного боку, і маткою – з іншого, ці позазародкові органи піддаються інтенсивному диференціюванню. Плацента виконує основну трофічну функцію, таку необхідну для повноцінного розвитку ембріонів щура (рис. 10). 
Ембріони щурів спочатку розташовані в хоріоїдальному мішку. Саме хоріон є структурною основою на ранніх етапах розвитку плаценти щурів, де спостерігаються певні зміни.
Рис. 10. Макропрепарат ембріона і плаценти щура: а – 16,5-ї доби (19-та стадія); б, в – 18,5-ї доби (21-ша стадія). 
У щурів відбувається злиття хоріона зі слизовою оболонкою матки, що свідчить про більшу спеціалізацію плаценти: її плодова частина від хоріона і материнська –  від слизової оболонки матки зростаються так, що їх не можна відокремити одну від одної, не викликавши кровотечу. Впродовж ембріонального розвитку щура нами були визначені структурні особливості формування хоріона плацентарної тканини і ті зміни, які спостерігалися в них після дії сверх-  і надвисоких частот електромагнітного випромінювання. 
Первинні ворсини формуються і складаються, головним чином, з епітелію ворсин, вторинні – з мезенхімальних клітин, в результаті епітеліально-мезенхімальних трансформацій, третинні – з первинних капілярів і, надалі, судин, що діють серед сполучнотканинних клітин. Ворсинки хоріона швидко диференціюються і особливо виражено в епітелії, де відбуваються активно гістогенетичні перебудови частини плацентарної тканини.

На початку розвитку ембріона щура в стромі вторинних ворсинок хоріона з’являються зачатки перших кровоносних судин та клітин Кащенко–Гофбауера. Враховуючи макрофагальну функцію цих клітин, ми співставили кількість їх у ворсині при дії НВЧ- та СВЧ-випромінювання, що стало діагностичною ознакою. Слід зауважити, що в наших дослідженнях визначалося виражене збільшення цих клітин у вторинних і третинних ворсинах хоріона ембріона щура після дії СВЧ-випромінювання і незначне – після дії НВЧ-випромінювання порівняно з показником контрольної групи. 

При дослідженні процесів васкулогенезу (використання маркера СD-34) виявлено збільшення кількості діючих капілярів у ворсинах хоріона на 10-й добі ембріогенезу при дії НВЧ-випромінювання, та їх зменшення – при дії СВЧ-випромінювання (рис. 11).
Гістологічно в наших дослідженнях тканини плаценти спостерігалися різноманітні порушення розгалуження ворсинчастого дерева після впливу надвисоких і сверхвисоких частот електромагнітного випромінювання.
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Рис. 11. Капіляри третинної ворсинки хоріона щура 10-ї доби у контрольної групи (а) та збільшення їх кількості при дії НВЧ-випромінювання (б) і зменшення після дії СВЧ-випромінювання (в). Маркер ендотелію CD-34 (коричневий колір). Об. 40, ок. 4
Так, після впливу НВЧ-випромінювання в цілому структурна організація нормального дихотомічного розгалуження (розгалуження навпіл – У-подіб​ного) ворсин хоріона, яке спостерігається у контрольній групі, була збережена, але, по-перше, спостерігали відходження від опорних і проміжних до термінальних ворсин нечисленних проміжних гілок без подальшого їх розподілу; по-друге, дихотомічне розгалуження ворсин, яке виявлялося розширенням розділених ворсин з рідкими брунькоподібними розгалуженнями у вигляді Н- и И-подібного розгалуження. Ці зміни можуть інтерпретуватися як результат на зовнішній фізичний вплив даного виду випромінювання, що не призводить до серйозних наслідків у плацентарній тканині і, як наслідок, формування вад серця, тобто не має тератогенного впливу. В їх складі спостерігалися численні широкі капіляри, тому що посилення процесів васкуло- і ангіогенезу після впливу надвисоких частот електромагнітного випромінювання сприяло трансформації вузьких капілярів у широкі синусоїди. 
Після дії сверхвисоких частот електромагнітного випромінювання гістологічно в плацентарній тканині спостерігалися порушення, які можуть інтерпретуватися як результат тератогенної дії на зовнішній фізичний вплив даного виду випромінювання, що призводить до серйозних наслідків у плацентарній тканині і, як наслідок, формування вад серця та органогенезу в цілому.

Так, на гістологічному рівні ми спостерігали відсутність дихотомічного розгалуження ворсин, що супроводжувалось фрагментарним витонченням епітелію, або розгалуження ворсин не спостерігалося зовсім. У їх складі спостерігалися одиничні вузькі капіляри з явною редукцією капілярної мережі, тому що порушення в стромі ворсин експериментальної групи перешкоджало трансформації вузьких капілярів у широкі синусоїди (рис. 12).


Рис. 12. Дихотомічне розгалуження третинної ворсинки хоріона 10-ї доби у контрольної групи (а) та їх потовшення при дії НВЧ-випромінювання (б) і їх порушення після дії СВЧ-випромінювання (в). Маркер ендотелію CD-34 (коричневий колір). Об. 10, ок. 4
Також спостерігалися зміни тканини ворсин у вигляді збільшення так званих синцитіальних пуп’янків – скупчення клітин синцитіотрофобласта, які, на думку багатьох авторів, є діагностичним критерієм, що свідчить про наявність гіпоксії в плацентарній тканині на ранніх стадіях розвитку ембріона щура. Слід зауважити, що наявність синцитіальних пуп’янків ми спостерігали після дії обох діапазонів електромагнітного випромінювання. Але, якщо в плацентарній тканині щура після дії НВЧ-випромінювання спостерігалися одиничні відносно рівномірно розподілені синцитіальні скупчення вздовж ворсин, то після СВЧ-випромінювання синцитіальні скупчення характеризувалися ділянками накопичення і скупченості та фрагментарною редукцією, що додатково супроводилося порушенням міжклітинних контактів ендотелію як результат тератогенного впливу сверхвисоких частот електромагнітного випромінювання, що призводить до крововиливів у мезенхімні структури плаценти і порушень у плацентарній тканини і що однозначно може віддзеркалюватися на розвитку ембріона щура. До смертельного наслідку це не призводило, але позначалося на вираженості дистрофічних процесів у ембріонів щурів. Слід зауважити, що вплив надвисоких частот електромагнітного випромінювання відбувався протягом 10 днів від моменту запліднення і, можливо, це впливало на кількісний показник потомства. Оскільки дані зміни в плацентарній тканині відбувалися на ранніх етапах ембріогенезу, то і елімінація ембріона могла відбутися дуже рано. У результаті не було смертності ембріонів, але відбувалося зменшення кількості ембріонів після народження в порівнянні з контрольною групою і даними літератури з вивчення біологічних об’єктів (Астауров Б. Л., Детлаф Т. А., Гайсинович А. Е. и др., 1975).
Таким чином, формування хоріона ембріона щура відбувається завдяки епітеліально-мезенхімальним перетворенням, клітинні зміни і порушення яких відбуваються внаслідок дій електромагнітного випромінювання на ембріон щура і плацентарну тканину. Після дії КВЧ-випромінювання зміни в плаценті мали компенсаторний та пристосовний характер, а після дії СВЧ-випромі​нювання відбувалися порушення, що визначають тератогенний характер дії даного діапазону електромагнітного випромінювання. 

Дослідження гістогенетичних процесів за допомогою імуногістохімічних і лектиногістохімічних маркерів дозволило на клітинному рівні визначити механізм і термін формування порушень на етапах кардіогенезу.
Процеси міграції і адгезії на клітинному рівні відбуваються одночасно. Аналіз розподілу маркерів показав, що міра з’єднання мезенхімних клітин з SNA в товщі ендокардіальних подушок при дії випромінювання різна. Накопичення відмічених лектинів відбувалося саме в товщі ендокардіальних подушок серця при дії НВЧ-випромінювання. Нами була визначена гетерогенність зв’язування лектину зародків пшениці (WGA) в тканинах різних ділянок ембріонального серця. Накопичення лектинів зародків пшениці (WGA) відбувалося в ділянках тканин, де відбуваються активно гістогенетичні процеси. У дослідженнях виявлення рецепторів до лектину зародків пшениці (WGA) характерною була наявність значної кількості рівномірно розташованих рецепторів до WGA на клітини міокарда і мезенхіми клапанів при дії НВЧ-випромінювання та зменшення накопичення при дії СВЧ-випромінювання, що може свідчить про зниження міграційних та адгезивних процесів. Таким чином, дослідження процесів епітеліально-мезенхімних трансформацій упродовж морфологічних перебудов ембріональних структур серця свідчать, що у ембріона щура відбувається перерозподіл рецепторів лектинів на поверхні клітин.

Морфологічні ознаки порушення формування плаценти в ембріогенезі щура після дії впливу електромагнитного випромінення були виражені мікроскопічно:
компенсаторне збільшення кількості капілярів, тобто їхня гіперплазія, що складало 44,6 %; потовщення та розширення ворсин з деформаціями розгалуження, що складало 19 %; наявність синцитіальних пуп’янків, розташованих відносно рівномірно, що складало 27,4 %; зміна епітелію ворсини, невідповідне терміну розвитку, що складало 9 % після дії НВЧ-випромінювання; крововиливи в результаті порушення контактів ендотеліальних клітин при дії СВЧ-випромінювання, що складало 10,2 %; порушення дихотомічного розгалуження третинної ворсинки хоріона, що складало 18,4 %; наявність синцитіальних пуп’янків із значним їх збільшенням та фрагментарною редукцією при дії СВЧ-випромінювання, що складало 29,2 %, що, можливо, свідчило про явища гіпоксії в тканинах плаценти, яку викликала дія СВЧ-випромінювання; гіпоплазія капілярів – 41,2 %, що складало найбільший відсоток від усіх порушень формування плаценти. 
Збільшення кількості капілярів у ворсинах хоріона і посилення васкуляризації було непрямою ознакою дії впливу НВЧ-випромінювання, а їх зменшення – ознакою впливу тератогенного чинника – СВЧ-випромінювання. 
Були визначені випадки загрудинної ектопії серця щура, що становлять 0,2 % – найменшу групу від усіх пороків розвитку серця, яка поєднувалася з іншими ураженнями структур серця: незарощення міжшлуночкової перегородки у верхній її третині, хаотичне неврегульоване розволокнення м’язових волокон у міокарді стінки шлуночків і м’язової частини міжшлуночкової перегородки, але тільки при дії СВЧ-випромінювання; при дії НВЧ-випромінювання ектопії не спостерігалося зовсім. Ектопія часто приєднується до тяжких аномалій розвитку внутрішньої структури серця: тріада, тетрада і пентада Фалло; комплекс Ейзенменгера, що супроводжується великими, високими, мембранозними дефектами, аномалія Ебштейна, повна транспозиція магістральних судин. При дії СВЧ-випромінювання під час формування провізорних атріовентрикулярних клапанів серця щура порушення виникали на 10–12,5 доби (12–15-та стадії) розвитку і характеризувалися порушенням процесів делямінації і дегісценції, а також епітеліально-мезенхімних трансформацій, запізненням формування делямінаційної пластинки і заселенням ендокардіальних подушок мезенхімними клітинами. 

В результаті зазначених порушень СВЧ-випромінювання формувалися такі аномалії розвитку стулок: виражений асиметричний розвиток стулок атріовентрикулярних клапанів та зміна їх форми: короткі і широкі; при порушенні процесів дегісценції: стоншування папілярних м’язів, розволокнення м’язових волокон, укорочення первинних сухожилкових струн; порушення та формування вад розвитку міжшлуночкової перегородки (МШП). 

Таким чином, наші дослідження показали, що серед усіх вад кардіогенезу найбільша частка припадала на вади клапанів, але все ж таки переважали гіпертрофічні процеси при дії НВЧ-випромінювання та дистрофічні при дії СВЧ-випромінювання.
Основні зміни в розвитку серця ембріонів щурів після впливу НВЧ-випромінювання в дослідженнях розподілилися таким чином: 
гіперплазія діючих капілярів – 37,4 %; гіперплазія ендокарда – 13,6 %, перфорації МШП – 11,7 %; потовщення стінок камер серця – 26 %, потовщення МШП – 37,4 %, що становило найбільший відсоток від усіх порушень кардіогенезу. Серед усіх порушень кардіогенезу найбільша частка припадала на гіпертрофічні процеси в МШП, тобто її потовщення – 37,4 %. 
Основні зміни в розвитку серця ембріонів щурів після впливу СВЧ-випромінювання за результатами досліджень розподілилися таким чином: 
стоншення МПП – 14 %; гіперплазія ендокарда – 13,6 %, дефект МШП – 0,7 %; ектопія – 0,2 %, що становило найменшу в відсотковому відношенні групу; стоншення стінок камер серця – 25,3 %, стоншення МШП – 28,2 %, аномалії клапанів – 31,6 %, що становило найбільший відсоток від усіх порушень кардіогенезу. Серед усіх порушень кардіогенезу найбільша частка припадала на порушення, що відбуваються в клапанах серця – 31,6 %, але стоншення МШП, тобто дистрофічні процеси були на другій позіції – 28,2 % (рис. 13).  
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Рис. 13. Найчастіші порушення розвитку кардіогенезу в дослідженнях, %: а – після НВЧ-випромінювання; б – після СВЧ-випромінювання
Для вивчення можливого впливу електромагнітного випромінювання на формування плаценти та будову серця необхідні знання його кількісних характеристик за умов повноцінного розвитку. В результаті морфометричного дослідження сердець та плаценти ембріонів щурів нами визначена динаміка кардіофетального та фетоплацентарного індексів у нормі та після впливу електромагнітного випромінювання. Кардіофетальний індекс після дії сверхвисоких частот електромагнітного випромінювання мав тенденцію до вибіркового зменшення, і відмічалося вибіркове збільшення кардіофетального індексу після дії НВЧ-випромінювання (рис.14). Вплив СВЧ-випромінювання, враховуючи інтегральні показники, інтерпретувався нами як негативна дія даного діапазону електромагнітного випромінювання на кардіогенез. Вплив СВЧ-випромінювання призводить до зменшення всіх морфометричних параметрів стінок камер серця, а вплив НВЧ – до гіпертрофічних процесів, але починаючи з 14-ї доби (17-ї стадії) розвитку ембріона щура.
Після дії НВЧ-випромінювання показники маси плаценти завдяки гіперпластичним процесам, що відбуваються в її тканині, каталізують і стимулюють надвисокими частотами електромагнітного випромінювання, збільшувалися. Після дії СВЧ-випромінювання показники маси плаценти завдяки гіпопластичним процесам зменшувалися, що відбивалося на тератогенності даного діапазону електромагнітного випромінювання. У наших дослідженнях у зв’язку з селективним збільшенням маси ембріонів у цілому і переважаючим збільшенням плаценти, зокрема після дії НВЧ-випромінювання, порівняно з контрольною групою відбувалося послідовне збільшення плацентарно-плодового індексу (ППІ), що свідчило про посилення виражених компенсаторно-пристосовних реакцій у плаценті, викликаних впливом надвисоких частот електромагнітного випромінювання.
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Рис. 14. Графічні показники кардіофетального індексу в нормі та після дії НВЧ- і СВЧ-випромінювань
Після дії СВЧ-випромінювання у зв’язку зі зменшенням маси ембріонів у цілому і зменшенням плаценти порівняно з контрольною групою відбувалося зменшення ППІ. Так, на 11,5 доби (14-та стадія) ППІ змінювався від 9,09 % у контрольній групі до 10,13 % після дії НВЧ-випромінювання і збільшення спостерігалось по 15,5 доби (18-та стадія) 25,99 % у контрольній групі та 26,32 % після НВЧ-випромінювання. Починаючи з 16,5 добу (19-та стадія) як у контрольній групі, так і в експериментальній спостерігалось вибіркове зменшення фетоплацентарного індексу. На 21-шу добу (23-тя стадія) ППІ складав 27,87 %, а в експериментальній групі – 26,72 %. Після впливу НВЧ-випромінювання на 14-й стадії ППІ складав 7,25 %. До 19-ї стадії спостерігалось зменшення ППІ в експериментальній групі в порівнянні з контрольною. На 21-шу добу (23-тя стадія) ППІ складав 28,05 %.
Таким чином, морфометричні показники як непрямі ознаки нормальності перебігу процесів кардіогенезу, плацентації і розвитку ембріона щура в цілому підтверджують дані гістометричених показників, що свідчать про стимуляцію і каталізацію гіпертрофічних процесів у серці і гіперпластичних – у плаценті після впливу надвисоких частот електромагнітного випромінювання і гіпотрофічних – в серці і гіпопластичних – в плаценті після дії сверхвисоких частот електромагнітного випромінювання.
ВИСНОВКИ

У дисертації наведено теоретичне узагальнення і нове розв’язання наукової проблеми, яка полягає у відокремленні морфогенетичних механізмів і закономірностей розвитку серця в нормі і впливі електромагнітного випромінювання на кардіогенез і плацентацію в експерименті. Виділено термінаційні періоди кардіогенезу, хронологія основних етапів кардіогенезу та розвитку хоріона щура в нормі і при дії двох видів електромагнітного випромінювання. Отримані дані є основою для майбутніх кардіоембріологічних досліджень у морфології та ембріології.
1. У ранньому періоді морфогенезу серця щура виділено такі етапи формування: утворення ендокардіальних подушок атріовентрикулярного каналу, заселення їх мезенхімними клітинами в результаті епітеліально-мезенхімальних трансформацій, дегісценції, делямінація міокарда шлуночків і атріовентрикулярного каналу, подальша септація, компактизація і трабекуляція міокарда шлуночків, що співпадало з розвитком судин серця, формування спіральної системи міокарда шлуночків та утворення папілярних м’язів. Після дії таких фізичних факторів, як НВЧ і СВЧ електромагнітне випромінювання, відмічався негативний вплив СВЧ-випромінювання, в результаті чого порушувалися процеси дегісценції і делямінації, внаслідок чого змінювалося формування структур, які є похідними делямінаційної пластинки, а саме: клапани і перегородки серця, папілярно-трабекулярний апарат; дія НВЧ-випромінювання таких наслідків не надавала.

2. Зміни ходу ембріогенезу в цілому під впливом електромагнітного випромінювання проявлялися в затримці розвитку за стадіями. Вплив СВЧ-випромінювання продемонстрував стабільне відставання показників маси щурячих ембріонів: показав відставання в розвитку на 2–3 стадії від норми, на відміну від впливу НВЧ-випромінювання, при дії якого ембріон щура або не відставав від норми або спостерігалося слабо виражене відставання, в середньому на 2 тижні або 1 стадію розвитку, але тільки в ранні терміни; порушення згинання після впливу СВЧ-випромінювання і не спостерігалося після впливу НВЧ-випромінювання; вади розвитку на етапах ембріогенезу: ектопія серця – 0,2 % під впливом СВЧ-випромінювання і відсутність вад під впливом НВЧ-випро​мінювання. Було встановлено достовірне зменшення маси ембріонів під впливом СВЧ-випромінювання і зменшення кардіофетального індексу. Під впливом НВЧ-випромінювання маса ембріонів змінювалася незначно і відмічалося збільшення кардіофетального індексу.
3. Після впливу НВЧ-випромінювання переважали гіпертрофічні, гіперваскуляризаційні процеси, що сприяє потовщенню стінок камер серця, збільшенню діючих судин і гіперплазії ендотелію, посиленню і збільшенню активних процесів проліферації і епітеліально-мезенхімальних трансформацій, але стулки клапанів не були змінені. 

4. Результати впливу СВЧ-випромінювання призводили до переваги дистрофічних, гіпотрофічних, гіповаскуляризаційних процесів, уповільнення і пригнічення процесів проліферації і епітеліально-мезенхімальних перетворень, порушення розподілу кардіогелю в атріовентрикулярному каналі, шлуночках, конусно-стовбуровому відділі ембріонального серця, але при цьому стулки атріовентрикулярних клапанів були схильні до розширення, а півмісяцевих – до вираженої асиметрії і вкорочення, що не було вадою, а приграничним станом, тобто аномалією. Одним з механізмів тератогенної дії СВЧ-випромінювання є порушення міжклітинних контактів у ендотелії, що порушує епітеліально-мезенхімальні трансформації, і, отже, всі процеси і структури, пов’язані з ними, в першу чергу, атріовентрикулярних і півмісяцевих клапанів і папілярно-трабекулярного апарату серця.
5. Після впливу НВЧ-випромінювання показники маси плаценти завдяки гіперпластичним процесам збільшувалися. Після впливу СВЧ-випроміню​ван​ня маси плаценти завдяки гіпопластичним процесам зменшувалася. Таким чином, було встановлено після впливу НВЧ-випромінювання причинно-наслідкове збільшення плацентарно-плодового індексу, а після впливу СВЧ-ви​про​мі​нювання у зв’язку зі зменшенням маси ембріонів у цілому і переважним зменшенням плаценти зокрема – зменшення плацентарно-плодового індексу.

6. Вплив двох видів електромагнітного випромінювання в різні терміни розвитку ембріона визначив 10–12,5 доби (11–15-та стадії), які є термінаційними, тому що це ключові терміни розвитку серця і вплив у цей період фізичних тератогенів може призвести до формування аномалій і вад розвитку (10-та доба = 12-та стадія – формування ендокардіальних подушок і ендокардіальних гребенів клапанів серця; 11-та доба = 13-та стадія – початок процесів делямінації і дегісценції, формування міжшлуночкової і первинної міжпередсердної перегородки; 12–12,5 доби = 14–15-та стадії – формування вторинної міжпередсердної перегородки і заселення ендокардіальних подушок мезенхімними клітинами).

7. Дослідження процесів проліферації (використання маркера – Кі – 67) і апоптозу (маркер bcl-2) та їх зіставлення свідчать про найвищу активність морфогенетичних перетворень у стінках серця щура на 10-ту добу (12-та стадія ембріогенезу). Під впливом СВЧ-випромінювання відбувалося виражене зниження проліферації в структурах серця. При дослідженні процесів васкулогенезу (маркер судинного ендотелію CD-34) виялено збільшення діаметра і кількості діючих капілярів у стінці серця на 13-й стадії (11-та доба) ембріогенезу під впливом НВЧ-випромінювання. Дослідження за допомогою лектиногістохімічних маркерів продемонструвало, що на 9–10,5-ту добу (11–12,5-та стадії) розвитку відбувається перерозподіл вуглеводних молекул і рецепторів лектинів на поверхні клітин, що пояснює гетерогенність зв’язування лектинів міграції SNA, адгезії WGA, LABA і HPA в тканинах серця щура. Під впливом НВЧ-випро​мі​нювання накопичення лектинів у цих ділянках відбувалося значно повільніше. 
8. Після впливу НВЧ-випромінювання зміни в плаценті мали компенсаторно-пристосувальний характер, а саме: гіперплазія ендотелію, що виявляється у збільшенні діючих капілярів і синусоїдів; рівномірне, але незначне збільшення синцитіальних скупчень; дихотомічне розгалуження розширених ворсин хоріона. Після впливу СВЧ-випромінювання відбувалися порушення, що визначають тератогенний характер дії даного діапазону електромагнітного випромінювання, а саме: гіпоплазія ендотелію, що характеризується зменшенням капілярів і синусоїдів; збільшення та ущільнення синцитіальних скупчень з фрагментарною редукцією їх, що додатково супроводжувалося порушенням міжклітинних контактів; недихотомічне розгалуження ворсин зі стоншуванням епітелію.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. Отримані дані доповнюють існуючі уявлення про морфогенетичні особливості розвитку клапанів і перегородок серця в нормі у досліджуваного об’єкта і з нових позицій висвітлюють механізм кардіогенезу під впливом 
сверх​високих і надвисоких частот електромагнітного випромінювання. Отримані результати можуть бути використані в якості теоретичного матеріалу в навчальному процесі на кафедрах нормальної анатомії, гістології та ембріології, а також при подальших анатомічних, ембріологічних і гістологічних дослідженнях.

2. Результати дослідження є підсумком для подальшого аналізу структурних особливостей відділів серця на клітинному, тканинному і анатомічному рівнях і доповнюють дані інформаційного блок-еталону нормального розвитку відділів серця і плаценти, їх структурних компонентів, кардіофетального і плацентарно – плодового індексів, що може бути використано для вивчення аномального кардіогенезу та плацентації на вказаних рівнях.

3. Виявлені термінаційні періоди розвитку серця дозволяють у клінічній практиці прогнозувати можливість виникнення аномалій та вроджених вад серця під впливом НВЧ і СВЧ-випромінювання.

4. Результати дослідження дозволяють коригувати вплив двох видів електромагнітного випромінювання на кардіогенез та плацентацію: негативного СВЧ-випромінювання і відносно позитивного НВЧ-випромінювання і встановити ступінь відносності.

5. Отримані результати дозволяють узагальнити методичні ембріологічні підходи у вивченні кардіогенезу та розвитку плаценти як у нормі, так і в експерименті.

6. Результати дослідження дозволяють прогнозувати появу вад розвитку серця і плацентації у ембріона щура під дією такого фізичного чинника, як сверхвисокі частоти електромагнітного випромінювання, що зумовлюють пошкодження ембріогенезу.
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АНОТАЦІЯ
Кошарний В. В. Морфогенетичні перетворення органів ембріонів щурів під впливом електромагнітного випромінювання. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю – 14.03.01 – нормальна анатомія. – Харківський національний медичний університет МОЗ України. – Харків, 2012.

Робота присвячена проблемі з’ясування механізмів морфогенезу та формування серця і плаценти ембріона щура, зумовлених дією електромагнітного випромінювання. Проведено узагальнення щодо позитивного впливу НВЧ-випромінення та негативного впливу СВЧ-випромінення на кардіогенез щура та плаценту в експерименті. Визначено спектр вад серця та аномалій розвитку і формування плаценти після дії СВЧ-випромінювання. Дослідження проводилися на серцях ембріонів, плацент щурів у кількості 380 з використанням морфологічних методів дослідження. Кількісно оцінені структурні зміни в різних відділах ембріонального серця щура: передсердях, шлуночках, атріовентрикулярних та півмісяцевих клапанах, міжпередсердній та міжшлуночковій перегородках і ворсин хоріона плаценти після впливу електромагнітного випромінювання. Для виявлення змін під час основних гістогенетичних процесів використано імуногістохімічні та лектиногістохімічні маркери. Накопичення маркерів проліферації та апоптозу дало можливість співставити процеси проліферація – апоптоз у нормі та виявити та підтвердити зміни в моделях експерименту. Виявлення маркерів судинного ендотелію та маркера гладенької м’язової тканини дало можливість визначити основні терміни та етапи васкулогенезу і диференціювання первинних судин серця та плаценти. Перерозподіл рецепторів лектинів на поверхності клітин пояснює гетерогенність з’язування лектинів адгезії та міграції в тканині серця та зміни їх накопичення після впливу електромагнітного випромінювання. Вплив тератогену СВЧ-випромінювання визначив наявність термінаційних періодів кардіогенезу та плацентації, коли спостерігається пряма залежність процесів септації та плацентації від впливу фізичного фактора.
Ключові слова: ембріогенез, плацента, ворсини хоріона, кардіогенез, вади серця, електромагнітне випромінювання.
АННОТАЦИЯ
Кошарный В. В. Морфогенетические изменения органов эмбрионов крыс под влиянием электромагнитного излучения. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени доктора медицинских наук по специальности 14.03.01 – нормальная анатомия. – Харьковский национальный медицинский университет МЗ Украины. – Харьков, 2012.

Работа посвящена морфогенетическим изменениям сердца и плаценты в эмбриогенезе крыс и механизмам развития нарушений в кардиогенезе и плацентации после воздействия электромагнитного излучения в эксперименте. Исследования проводились на сердцах и плацентах эмбрионов крыс в количестве 380 с использованием морфологических методов исследования, включающих препарирование, измерение показателей массы сердца и плаценты крыс, линейных размеров отдельных камер сердца, макроскопию, микроскопию, иммуногистохимию, лектиногистохимию. Исследуя морфогенетические закономерности развития сердца и плаценты эмбриона крысы в норме и после воздействия электромагнитного излучения, мы сопоставили относительно позитивное компенсаторное влияние КВЧ-излучения и негативное – СВЧ-излучения на параллельные процессы, происходящие в кардиогенезе и плацентации у крысы, а именно: эпителиально-мезенхимальные трансформации, процессы деляминации и дегисценции. 
Распределение основных изменений в развитии сердца эмбрионов крыс после воздействия КВЧ-излучения в исследованиях распределились таким образом: гиперплазия действующих капилляров – 37,4 %; гиперплазия эндокарда – 13,6 %, перфорации межжелудочковой перегородки – 11,7 %; утолщение стенок камер сердца – 26 %, утолщение межжелудочковой перегородки – 37,4 %, что составляло наибольший процент от всех нарушений на этапах кардиогенеза. 
После влияния сверхвысоких частот электромагнитного излучения происходит нарушение процессов септации сердца и формирование пороков его развития, а также нарушения в виде кровоизлияний и нарушений межклеточных контактов в плаценте. В сравнении с распределением основных изменений в развитии сердца эмбрионов крыс после воздействия СВЧ-излучения в исследованиях распределились таким образом: истончение межпредсердной перегородки – 14 %; гиперплазия эндокарда – 13,6 %, дефект межжелудочковой перегородки – 0,7 %; эктопия – 0,2 %, что составляло самую меньшую в процентном отношении группу; истончение стенок камер сердца – 25,3 %, истончение межжелудочковой перегородки – 28,2 %, аномалии клапанов – 31,6 %, что составляло наибольший процент от всех нарушений на этапах кардиогенеза. 
КВЧ-излучение стимулировало пролиферативные процессы как в стенке камер сердца, так и в плаценте, что приводило к ускорению гипертрофических и гиперпластических процессов, а в дальнейшем к утолщению стенок камер сердца и увеличению массы плаценты, что подтверждалось иммуногистохимическими методами исследования. Накопление маркеров пролиферация – апоптоз дало возможность сопоставить эти процессы в норме и после воздействия электромагнитного излучения.

СВЧ-излучение как тератогенный фактор вызывало угнетение и замедление процессов пролиферации клеток и преобладание дистрофических процессов, нарушение процессов деляминации и дегисценции, что приводило к нарушению формирования перегородок и клапанов сердца, а также к преобладанию гипопластических процессов в плаценте, что приводило к уменьшению её массы и нарушению эпителиально-мезенхимальных трансформаций. 
После воздействия КВЧ-излучения изменения в плаценте носили компенсаторно-приспособительный характер, а именно: гиперплазия эндотелия; равномерное, но незначительное увеличение синцитиальных скоплений; дихотомическое ветвление расширенных ворсин хориона. После воздействия СВЧ-излучения происходили нарушения, определяющие тератогенный характер действия данного диапазона электромагнитного излучения, а именно: гипоплазия эндотелия; увеличение и уплотнение синцитиальных скоплений с фрагментарной редукцией их, что дополнительно сопровождалось нарушением межклеточных контактов; недихотомическое ветвление ворсин с истончением эпителия. 

Исследования с помощью лектиногистохимических маркеров продемонстрировали перераспределение рецепторов лектинов на поверхности клеток и изменения их накопления после воздействия электромагнитного излучения, что объясняет гетерогенность связывания лектинов миграции и адгезии в тканях сердца крысы. Кардиофетальный индекс после действия сверхвысоких частот электромагнитного излучения имел тенденцию к уменьшению, и отмечалось селективное увеличение кардиофетального индекса после действия КВЧ-излучения. Влияние СВЧ-излучения приводит к уменьшению всех морфометрических параметров стенок камер сердца, а КВЧ-гипертрофическим процессам, но начиная с 14-х суток (17-й стадии) развития эмбриона крысы. 
Ключевые слова: эмбриогенез, плацента, ворсинки хориона, кардиогенез, пороки сердца, электромагнитное излучение. 
SUMMARY
Kosharniy V.V. Morphogenetic transformations the rats embryos organs after influencsng of electromagnetic radiation. – Manuscript.
Dissertation for a scientific degree of Doctor of Medical Sciences on the speciality 14.03.01 – Normal Anatomy. – Kharkov National Medical University of Ministry of Health of Ukraine. – Kharkov, 2012.

Work is devoted to the problem of morphogenesis mechanisms of the developmental features of heart and placenta embryons rat, caused by of electromagnetic radiation. Summarized relatively positive influencing of EHF-radiation and negative influencing of UHF-radiation on cardiogenesis of rat and placenta in an experiment.
It was determined the spectrum of malformations of the heart and anomalies of development and formation of the placenta after influencsng of UHF-radiation. Morphological researches were carried out on the 380 hearts and placentas of embryons rats by the morfological methods. Structural changes in different heart part during the embryogenesis are quantitatively estimated: auricles, ventricles, atrio – ventricularis and semilunaris valves, interatrial and interventricular partitions and chorionic villi placental after influencing of electromagnetic radiation.
For revealing of infringements during base hystohgenesis processes were used imunohystochemical and lectinohystochemical markers. The accumulation of proliferation markers and apoptosis gave the change to compare proliferation – apoptosis processes in norm and to reveal changes in models of experiments. Revealing of terms and process stages vasculogenesis heart and placental or its infringements became possible thanks to a marker endothelia and a marker of a smooth muscular fabric. The redistribution of the the receptors of the lectins on the surface of cells explains the heterogeneity of binding lectins adhesion and migration in tissues of the heart and the change of their accumulation after influencing of electromagnetic radiation. The teratogen influence in different embryogenesis intervals has defined the terminal period’s presenct in cardiogenesis and placentation when direct dependence of septation process from influence of physical factors is observed. 
Key words: embryogenesis, placenta, chorionic villi, cardiogenesis, heart defects, electromagnetic radiation. 
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