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Актуальність роботи. На території України розташована достатньо велика кількість атомних електростанцій (АЕС). В той же час відомо, що експлуатація АЕС не є цілком безпечною і інколи там можуть траплятися непередбачені викиди радіоактивності у навколишнє середовище. Ситуація значно погіршується, коли відбувається поява неконтрольованої ядерної реакції, як це сталося, наприклад, підчас Чорнобильської трагедії на Україні в 1986 р. або після землетрусу і цунамі в Японії на АЕС у Фукусимі в 2011 р. Тоді радіоактивними елементами були забруднені величезні території і тисячі людей стали жертвами цих катастроф.

Доведено, що короткоживучі радіоізотопи йоду при потраплянні у навколишнє середовище зберігають свою активність лише протягом кількох місяців, тоді як радіоізотопи стронцію, цезію, плутонію тощо, як правило, проникають у ґрунт, воду, рослини і згодом по трофічних ланцюгах, а також шляхом міграції у навколишньому середовищі розповсюджуються далеко за межі від зони аварії.
Однак не лише забруднення навколишнього середовища становить реальну загрозу для нормальної життєдіяльності організму людини. У вік нанотехнологій та інтенсивного розвитку атомної енергетики, коли використання радіоактивних ізотопів у промисловості, техніці і науці стало звичайною справою, зросла небезпека опромінення персоналу в результаті аварій або порушень правил техніки безпеки. Крім того, використання іонізуючої радіації в медицині для рентген діагностики або радіотерапії раку може спричиняти локальне і тотальне опромінення тіла в дозах до десяти грей. В цьому зв'язку вивчення радіаційних ефектів на організм тварин і людини набуває нового змісту і поступово знову починає захоплювати пріоритетні позиції.
Згідно з радіобіологічним законом, відкритим ще в ХХ столітті Бергоньє і Трибондо, іонізуюча радіація в першу чергу пошкоджує проліферуючі та метаболічно активні клітини. Це відбувається як завдяки деструктивній дії радіації на молекули спадковості, так і в результаті пероксидації ліпідів та пошкодження клітинних мембран.

Добре відомо, що статеві клітини, з яких утворюються сперматозоїди та яйцеклітини протягом сперматогенезу та оогенезу, відповідно, знаходяться у фазі активного поділу і диференціації. Тому навіть при короткому контакті з іонізуючою радіацією в них можуть виникати різної складності радіаційні пошкодження. Згодом такі пошкодження дуже часто призводять до втрати фертилізаційного потенціалу сперматозоїдами та яйцеклітинами і, як наслідок, до розвитку як чоловічого, так і жіночого безпліддя.

На відміну від сперматозоїдів, які повний цикл свого формування проходять у яєчках, яйцеклітини лише першу частину свого розвитку здійснюють у яєчниках, а наступний етап, що пов'язаний з другим редукційним поділом, реалізують вже в яйцеводах після проникнення сперматозоїда в ооцит другого порядку (ооцит ІІ) підчас запліднення.

Запліднення – це головна подія складного процесу міжклітинної взаємодії сперматозоїда з яйцеклітиною, що послідовно призводить до утворення зиготи, ембріона, плоду, а згодом і до народження дитини. Реалізація процесу запліднення потребує наявності інтактної плазматичної мембрани в сперматозоїдах та повного збереження її фізіологічних функцій і властивостей. Саме за такої умови сперматозоїд, опинившись в жіночих статевих шляхах, набуває гіперактивованого стану, долає шар фолікулярних клітин кумулюсу, наближається до райдужної оболонки навколо ооцита ІІ та запускає акросомну реакцію. В результаті акросомальні ферменти, що містяться в акросомі сперматозоїда, виходять назовні, гідролізують щільний поліглікановий матрикс райдужної оболонки і тим самим сприяють не тільки утворенню прямого контакту між сперматозоїдом і ооцитом ІІ, а також їх злиттю і появі різностатевих пронуклеусів в ооплазмі ооцита ІІ для наступної реалізації сингамії та утворення зиготи.

Встановлено, що ключову роль в статевому процесі і заплідненні відіграє сім'яна рідина, котра утворюється за рахунок секреторної активності епідидимісів, сім'яних пухирців, простати і бульбоуретрозних залоз. Ця рідина багата на фруктозу, простагландини, карнітин, глутатіон, аскорбат, токофероли, вільні тіоли, різні ферменти і мінерали. З одного боку, це робить її цінним поживним середовищем, що забезпечує життєдіяльність сперматозоїдів та сприяє збереженню їх запліднюючих властивостей (інколи до 3-х тижнів) при довготривалому перебуванні в жіночих статевих шляхах, а також своєчасному набуттю ними гіперактивації при контакті з кумулюсним комплексом ооциту ІІ. Додаткового значення сім'яна рідина набуває за умов радіаційного впливу,оскільки радіопротекторні властивості відновленого глутатіону, вільних тіолів, аскорбату і токоферолів стають вкрай корисними для захисту не тільки сперматозоїдів, але й жіночих гамет при статевому процесі. За таких умов в сім'яній рідині значно зростає концентрація вільних акросомальних ферментів, що пов'язано як з руйнуванням сперматозоїдів та їх акросом і посиленням спонтанної (передчасної) акросомної реакції, так і зростанням міграції гіалуронідази, кислої фосфатази і деяких інших ферментів з акросом у сім'яну рідину за рахунок радіаційно зумовленого збільшення проникності передньої акросомної і плазматичної мембрани сперматозоїда. В результаті сім'яна рідина набуває підвищеної гідролітичної активності, легко розщеплює міжклітинний матрикс кумулюсу, чим значно полегшує сперматозоїдам шлях до ооциту ІІ і реалізацію запліднення.
Враховуючи те, що більшість населення України проживає на радіоактивно забруднених територіях і динаміка змін стану репродуктивного здоров'я населення країни в останні роки характеризується стійкими негативними тенденціями, проведення досліджень, спрямованих на з'ясування етіології і патогенезу різних репродуктивних вад, оцінку ризику виникнення як чоловічого, так і жіночого безпліддя в різних регіонах України є, безумовно, вкрай важливим та актуальним і має сприяти пошуку нових ефективних підходів ранньої діагностики і профілактики статевої патології.

Мета даного циклу робіт полягала у вивченні впливу різних доз іонізуючої радіації на функціональну активність чоловічих та жіночих гамет тварин і людини, кількісні та якісні зміни сім'яної рідини та визначенні її ролі у протирадіаційному захисті гамет і реалізації процесу запліднення за умов радіаційного опромінення.
Результати проведених досліджень дозволили:
1. визначити внесок сім'яної рідини у виникнення структурно-функціональних дефектів чоловічих гамет та захисну роль її природних антиоксидантів (токоферолів, глутатіонів і аскорбату) при розвитку радіаційної патології в статевих клітинах; 

2. довести пріоритетну роль сім'яної рідини та її окремих компонентів у реалізації та збереженні фертилізаційної здатності гамет як тварин, так і людини за умов дії іонізуючого випромінювання;
3. з’ясувати дозові закономірності розвитку радіаційних пошкоджень в чоловічих і жіночих гаметах тварин та сперматозоїдах людини під дією зовнішньої іонізуючої радіації;

4. встановити появу радіостимулюючого ефекту на продукцію ооцитів другого порядку, формування яйцеклітин та синтез гонадотропінів за умов локального опромінення тазу і голови рентгенівськими та гамма-променями;
5. з’ясувати дозові діапазони апоптичного механізму елімінації пошкоджених як чоловічих, так і жіночих гамет за умов зовнішнього радіаційного впливу;

6. встановити радіостимулюючу дію низьких доз тотального опромінення тварин-щурів гамма- та рентгенівськими променями на рухливість та лінійну швидкість сперматозоїдів.
Наукова новизна даного циклу полягає в тому, що вперше проведено комплексні дослідження біохімічного складу сім’яної рідини та функціональної активності сперматозоїдів як в спермі від тотально опромінених лабораторних кролів та щурів, так і в спермі чоловіків-донорів з різних за радіоактивною забрудненістю регіонів України. Проведення досліджень на тваринах та ізольованій спермі людини дозволило встановити найбільш чутливі біохімічні показники сім'яної рідини та сперматозоїдів до дії іонізуючого випромінювання, котрі можуть бути використані як прогностичні критерії для оцінки репродуктивної здатності чоловічого населення України.
Крім того, проведено комплексне дослідження закономірностей впливу тотального рентгенівського опромінення в дозах 0,5-2,0 Гр та локального рентгенівського опромінення голови та таза самок щурів в дозах 0,5-10,0 Гр на овуляцію та життєздатність ооцитів II в різні терміни після опромінення (2, 7, 14, 30 діб). Показано залежність змін функціональних властивостей яйцеклітин за різних умов опромінення. Виявлено кореляції між впливом дози опромінення та тривалістю післярадіаційного періоду на вихід ооцитів II в результаті овуляції та гормонально індукованої суперовуляції у самок щурів. Показано, що зменшення потужності дози опромінення ізольованих ооцитів ІІ призводить до збільшення їх радіорезистентності за рахунок реалізації процесів післярадіаційного відновлення. Встановлено кількісні закономірності появи радіоіндукованих змін в життєздатних ооцитах ІІ в залежності від дози радіації та терміну після опромінення.
Виявлено, що коливання концентрації фолікулостимулюючого та лютеїнізуючого гормонів залежить від величини радіаційної дози і терміну після опромінення. Доведено, що терміни відновлення статевої функції самок щурів знаходяться у прямій залежності від величини дози опромінення та тривалості післярадіаційного періоду. Вперше встановлено появу радіостимулюючого ефекту на продукцію ооцитів ІІ та синтез гонадотропінів за умов локального опромінення тазу та голови самок щурів в дозах 0,5 та 
5,0 Гр, відповідно.
З’ясована динаміка змін біохімічної активності та компонентного складу сім'яної рідини сперми кролів за умов тотального опромінення тварин іонізуючою радіацією в дозах 0,1-2,0 Гр. Так, на 10-ту добу після опромінення в спермі виявлено тимчасове зростання концентрації окисненого і відновленого глутатіону та активності антиоксидантних ферментів (каталази, глутатіонпероксидази і глутатіонредуктази) на фоні зменшення вмісту альфа-токоферолу та карнітину, тоді як на 90-ту добу спостерігалась нормалізація цих параметрів.
Вперше показано, що тотальне опромінення самців щурів в дозі 0,35 Гр, а самок в дозі 0,55 Гр рентгенівськими та гамма-променями до їх парування зумовлює збільшення чисельності потомства в М1.
Вперше в порівняльному аспекті показано, що в регіонах з підвищеним рівнем радіоактивного забруднення, зокрема Житомирській області, на відміну від регіонів з нульовою (Полтавська область) та помірною (Київ та Київська область) радіоактивною забрудненістю в спермі чоловіків-донорів спостерігається пригнічення антиоксидантних, енергозабезпечуючих та хроматин-стабілізуючих властивостей, що корелювало зі зменшенням вмісту аскорбату, вільного карнітину та цинку, відповідно, у сім’яній рідині. Поряд з цим, встановлено суттєве зниження мітохондріального трансмембранного потенціалу, накопичення супероксидних радикалів і зростання кількості дефектних сперматозоїдів з пошкодженими мембранами, що в значній мірі схильні до апоптозу і характеризуються пригніченістю власних антиоксидантних систем. Було також встановлено, що для територій з високим рівнем радіоактивного забруднення характерним є значне зростання загибелі сперматозоїдів внаслідок апоптозу, тоді як реалізація некрозу в таких умовах суттєво зменшується.
Вперше показано, що в сім'яній рідині донорів, які проживають на забруднених територіях України, з'являються акросомальні ферменти (акрозин, гіалуронідаза та кисла фосфатаза), що свідчить про руйнування акросом в сперматозоїдах.

Доведено, що оцінка фертилізаційного потенціалу за умов радіаційного впливу повинна бути доповнена даними щодо репараційних властивостей сперми, її здатності до капацитації, гіперактивації та акросомної реакції.
Таким чином, отримані наукові дані сприяють поглибленню нашого розуміння про механізми розвитку чоловічого безпліддя в умовах сучасної екологічної ситуації, дають змогу ідентифікувати порушення в тих ланках чоловічої статевої системи, що приймають безпосередню участь у формуванні сім’яної рідини (простата, епідидиміси, сім’яні пухирці), а також створюють підґрунтя для окреслення заходів профілактики і корекції чоловічої інфертильності у жителів радіоактивно забруднених регіонів.

Практична значимість одержаних результатів. За результатами проведених досліджень розроблено та запропоновано діагностичний підхід для оцінки репродуктивної здатності чоловіків, що проживають на радіоактивно забруднених територіях України або зазнали прямого опромінення при радіаційних аваріях чи радіологічному лікуванні, на основі визначення акросомо-специфічних і акросомо-неспецифічних ферментів в сім’яній рідині. Запропонований підхід дозволяє швидко та без суттєвих затрат охарактеризувати фертилізаційну активність сперматозоїдів людини. Крім того, розроблено протокол і середовище для кріоконсервації сперми людини з метою її довгострокового зберігання в лабораторних умовах без суттєвої втрати фізіолого-біохімічних властивостей сперматозоїдами. Запропонований метод створює підґрунтя для проведення серійних аналізів якості сім'яної рідини і сперматозоїдів чоловіків, що проживають в різних регіонах України, а також полегшує транспортування та накопичення значної кількості сперми. Вперше розроблено комплексний показник фертильності для оцінки репродуктивної здатності чоловіків, котрий містить в собі відомості про величину мітохондріального трансмембранного потенціалу сперматозоїдів, концентрацію активних форм кисню, цАМФ, активність супероксиддисмутази, кислої фосфатази та гіалуронідази в спермі. Також запропоновано альтернативний алгоритм лабораторного аналізу сперми чоловіків, що зазнали радіаційному впливу, з метою визначення наявності дефектів як в сперматозоїдах, так і сім’яній рідині для подальшої ідентифікації тих ланок репродуктивної системи, що внаслідок радіаційного пошкодження зумовили дефектність сперми.
Впровадження результатів дослідження. В наукових центрах різних країн робились поодинокі спроби дослідити вплив різних доз іонізуючої радіації на репродуктивну систему тварин і людини, що дало змогу виявити певні морфологічні та фізіологічні закономірності появи радіаційних ефектів. Проте ці дослідження носили фрагментарний характер. Одночасно здійснювали спроби дослідити вміст різних поживних речовин та ферментів в сім’яній рідині, визначити їх вплив на кінетичні та фертилізаційні властивості сперматозоїдів. 

В той же час аналіз літератури показав, що ніяких досліджень стосовно впливу іонізуючої радіації на сім’яну рідину та радіопротекторної дії її компонентів не проводились, що значно гальмує розвиток наших уявлень про роль сім'яної рідини при заплідненні та слабку ланку статевої системи чоловіків за умов радіаційного впливу, а також негативно позначається на розробці нових діагностичних підходів і заходів профілактики чоловічого безпліддя.
Даний цикл праць є комплексним дослідженням, в якому зроблена спроба вирішити вказану проблему. Це дозволило з'ясувати роль сім'яної рідини у пострадіаційному відновленні чоловічих і жіночих статевих гамет та їх міжклітинної взаємодії при заплідненні і утворенні ембріону. В результаті було створено метод підвищення плодючості лабораторних тварин, а економічні підстави для його застосування обґрунтовано у патенті № 40105 від 25.03.2009р.
Крім того, розроблено доступний і швидкий діагностичний підхід для загальної оцінки репродуктивного потенціалу чоловіків, які проживають на радіоактивно забруднених територіях України на основі визначення акросомальних ферментів в їх сім'яній рідині, що значно полегшує аналіз якості сперми і її запліднюючих властивостей в порівнянні з традиційним аналізом спермограм (видано методичні рекомендації в 2012р.). Засади для широкомасштабного застосування запропонованого діагностичного підходу і серійного аналізу сперми закладені патентом № 70150 від 25.05.2012р.
Результати даного циклу праць впроваджено в роботу відділу радіобіології ДУ "ННЦРМ НАМН України" і ДУ "Інститут педіатрії, акушерства та гінекології НАМН України". Запропоновані діагностичні алгоритми та аналітичні підходи успішно використовуються у практиці ВАТ "Фармак" для аналізу зразків біоматеріалу при дослідженні біоеквівалентності лікарських засобів. Також результати роботи впроваджено в педагогічну практику вищих навчальних закладів, зокрема Київського національного університету імені Т. Шевченка, Харківського національного педагогічного університету ім. Г.С. Сковороди та Київського Міжнародного університету при викладанні курсів: Основи екології, Медико-біологічні основи валеології, Радіобіологія, Психогенетика людини, Сексологія та сексопатологія. 
Матеріали комплексу робіт висвітлені в 35 наукових публікаціях (з них 33 реферованих, втому числі 2 глави в монографіях, 2 патенти України на корисну модель, 1 методичні рекомендації). Загальний індекс цитування робіт претендентів - 7.
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