Глава 2. Влияние электромагнитного излучения на биологические объекты различного уровня организации

В предыдущей главе были приведены рассуждения на тот предмет, что сама возможность биологических эффектов электромагнитного излучения с частотой 1011 и ниже определяется тем фактом, существует ли первичная рецепция электромагнитных волн, то есть, имеется ли какой-либо физический механизм взаимодействия биологических структур с электромагнитным полем нетепловой интенсивности, приводящий к изменению функциональной активности этих структур. В этой связи важно понимать, что может происходить при таком взаимодействии на микроскопическом уровне. В этой главе будут рассмотрены эффекты электромагнитного излучения на молекулярном и клеточном уровнях.
2.1 Введение. Белки как возможные рецепторы электромагнитного излучения

Анализируя результаты исследований воздействия электромагнитного излучения на биологические объекты различного уровня организации, нетрудно заметить, что большинство, если не все, эффекты можно объяснить изменением функциональной активности белков. Это касается и транспортных белков и ферментов, определяющих биохимические процессы, а также биомакромолекул, встроенных в мембраны. Структура белковых молекул допускают возможность многих конформационных состояний, и функциональная активность белковой молекулы в большой степени зависит от того, в каком из этих конформационных состояний она находится. 
Переходы между конформационными состояниями в белковых молекулах происходят непрерывно, но их динамика и направленность определяются условиями среды, окружающей молекулу белка. Одним из таких внешних факторов является электромагнитное излучение, которое может сдвинуть  динамическое равновесие в том или  ином направлении.

Возможность накопления в биологических молекулах энергии, достаточной для преодоления потенциального барьера между конформационными состояниями, связана с возбуждением акустических колебаний в биологических структурах. Важным условием для реализации такого процесса накопления является диссипативность связей между внутренними осцилляторами, роль которых могут выполнять боковые группы аминокислотных остатков в белковой цепи или полярные молекулы воды в гидратной оболочке белковой молекулы. Пример такой белковой цепи показан на рисунке 2.1.
Электрические заряды или диполи в этих осцилляторах взаимодействуют с электрической компонентой падающей электромагнитной волны. Это взаимодействие может вызвать колебания отдельных составляющих белковой цепи. Диссипативная связь между осцилляторами обеспечивает синхронизацию этих колебаний и за счет этого возрастание амплитуды [1] даже в случае низкой интенсивности возбуждающего электромагнитного излучения. В определенной степени можно говорить, что внешнее воздействие не накачивает энергию, необходимую для конформационного перехода, а организует для этого энергию внутренних колебаний биомолекулы путем их синхронизации. 

Существенное увеличение амплитуды определенного типа внутренних колебаний приводит к конформационному переходу в белковой молекуле. Синхронизация имеет место, когда частота возбуждения близка или кратна собственной частоте колебательной системы. Поскольку боковые группы белковой молекулы имеют разные длины, массы и системы связей, как это можно видеть из рисунка 2.2, то спектр собственных частот и соответственно частот взаимодействия будет широким. 

Похожая модель взаимодействия биологических систем с электромагнитным излучением изучалась в работе [2]. Рассматривалась линейная цепь мономеров, связанных между собой диполь-дипольным взаимодействием.
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Рис.2.1 Первичная структура белковой молекулы.
Роль мономеров могут выполнять нуклеотидные пары, содержащие азотные основания ДНК, или пептидные остатки в белковой цепи. Взаимодействие с электрической компонентой электромагнитного поля приведет к возбуждению колебаний в мономерах с участием диполей. Решение, найденное методом матричной алгебры для вынужденных колебаний, показывает наличие резонансных частот, на которых воздействие электромагнитной волны на белковую молекулу наиболее сильное.
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Рис. 2.2 Вторичная структура белковой молекулы.
Молекула гемоглобина является удобной моделью для экспериментальных исследований взаимодействия электромагнитного излучения с белковыми молекулами. В одном из первых экспериментов [3] с помощью мессбауэровской спектроскопии изучалась быстрая динамика в молекуле гемоглобина кролика при и без воздействия миллиметровых волн. Мессбауэровская спектроскопия позволяет наблюдать динамическое поведение боковых групп этого белка, расположенных вблизи гема, с характеристическими временами ~ 10 -7 с, получая информацию путем измерения параметров так называемой «квази-упругой» линии мессбауэровского спектра. Результаты эксперимента показали, что электромагнитное излучение не оказывает влияние на средние величины параметров «квази-упругой» линии, но это воздействие существенно меняет распределение амплитуд этой линии. Интерпретация этих результатов в рамках модели броуновского осциллятора с затуханием позволяет говорить об увеличении амплитуд низкочастотных колебаний в молекуле гемоглобина под воздействием электромагнитного излучения.
Структурные изменения в белковых молекулах тесно связаны с их функциональной активностью. Впервые этот аспект был затронут в гипотезе «белок-машина» [4], выдвинутой для рассмотрения взаимодействия белковых молекул с электромагнитным полем. Структура белковых молекул определяется как системой связей между пептидными остатками в белковой цепи, так и связями пептидов с молекулами воды в гидратной оболочке. Примером такой структуры может служить главная составляющая кожи – коллаген. Этот белок очень гидратирован [5]. Наибольшая гидратация коллагена характерна для участков кожи вблизи суставов, где увеличена концентрация механорецепторов (тельца Руффини). Гидратированный коллаген обладает электрическими и пьезоэлектрическими свойствами, и его структура и, следовательно, размерные изменения под воздействием электромагнитного излучения может вызывать спонтанную активность телец Руффини, формируя сигнал в центральную нервную систему. 
Таким образом, рассмотренные примеры взаимодействия белковых молекул с электромагнитным излучением позволяют считать эти макромолекулы одними из главных претендентов на роль реципиентов электромагнитных волн. Этот аспект рассмотрен в следующем параграфе. Параграф 2.3 посвящен изменению проницаемости биологических мембран под действием электромагнитных волн. Влияние электромагнитного излучения на прохождение нервного импульса рассмотрено в параграфе 2.4. Эффекты электромагнитных волн на биологические свойства микроорганизмов являются темой параграфа 2.5. Следующий параграф содержит обзор некоторых результатов исследований влияния электромагнитного излучения на метаболические процессы в клетках. Эти процессы связаны с активностью клетки как целого и, особенно с митотическим делением, которое рассмотрено в параграфе 2.7. Состояние мембран определяет взаимодействие с поверхностью (адгезивность) и клетки с клеткой (кооперативность). Влияние электромагнитного излучения на эти свойства рассмотрено соответственно в параграфах 2.8 и 2.9. Воздействие электромагнитного излучения на клетки может быть столь сильным, что это может привести к смерти клетки. Эта ситуация является темой параграфа 2.10. Наконец, параграф 2.11 посвящен эффектам электромагнитного излучения на злокачественные опухоли.
2.2 Действие электромагнитного излучения на конформационные состояния в белках
Модели взаимодействия электромагнитного излучения с белковыми молекулами, рассмотренные в параграфе 2.1, показывают возможность синхронизации внутренних колебаний некоторых цепей и за счет этого концентрации энергии, достаточной для изменения конформации в макромолекулах. Экспериментальные подтверждения существования конформационных переходов под действием электромагнитного излучения были получены в ряде работ. Прежде всего, к ним относятся мессбауэровские измерения, выполненные на молекулах гемоглобина. Результаты этих измерений приведены в работе [6]. Мессбауэровская спектроскопия дает очень точную информацию о распределении электрического поля и, следовательно, структуре молекулы вблизи мессбауэровского изотопа. В гемоглобине таким изотопом является 57Fe, и он расположен в центре гемового комплекса, окруженного белковой частью глобулы. Переход молекулы гемоглобина в новое конформационное состояние сопровождается изменением электрического поля на 
ядре изотопа 57Fe, и это проявляется в изменении параметров мессбауэровского спектра белка. Результаты измерений показаны на рисунке 2.3.

В диапазоне 44,50 – 50,36 ГГц были найдены 10 значений частоты, на которых наблюдалось взаимодействие электромагнитного излучения с молекулами гемоглобина. Это взаимодействие проявлялось в мессбауэровских спектрах как появление дополнительного дублета линий, соответствующего новому конформационному состоянию. Параметры этих дублетов, появившихся при взаимодействии на резонансных частотах, показаны на рисунке 2.3. Необходимо отметить, что отклик молекул гемоглобина на воздействие электромагнитного излучения на различных частотах не носит одинаковый характер. Вероятно, каждая резонансная частота соответствует переходу в свое, связанное с этой частотой, конформационное состояние. Это свидетельствует о большом объеме конформационного пространства, однако этот факт кажется удивительным, поскольку атом железа в гемоглобине имеет одновременно связи лишь с несколькими частями глобулы.

Этот вывод подтверждается результатами мессбауэровских исследований взаимодействия молекулы гемоглобина с электромагнитным излучением при гелиевых температурах [7]. В этом случае мессбауэровский спектр гемоглобина содержит два подспектра. Один из них – хорошо разрешенный дублет линий, соответствующий низкоспиновой компоненте гемоглобина. Другой подспектр имел форму асимметричного дублета уширенных линий. Он принадлежит высокоспиновой компоненте метгемоглобина с промежуточным временем релаксации, недостаточным для полного разрешения сверхтонкой магнитной структуры.
При резонансном взаимодействии молекулы гемоглобина с электромагнитным излучением параметры первого дублета практически не меняются, в то время как параметры высокоспинового подспектра 

[image: image1.png]


[image: image3.wmf]-1,2

-1,0

-0,8

-0,6

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

44,4

44,8

45,2

45,6

46,0

46,4

46,8

47,2

47,6

[image: image4.wmf]VAR4

VAR5

0

1

2

3

4

5

6

7

8

44,4

44,8

45,2

45,6

46,0

46,4

46,8

47,2

47,6

[image: image5.wmf]-0,1

0,1

0,3

0,5

0,7

0,9

1,1

44,4

44,8

45,2

45,6

46,0

46,4

46,8

47,2

47,6

[image: image6.wmf]VAR4

VAR5

0

1

2

3

4

5

6

7

8

44,4

44,8

45,2

45,6

46,0

46,4

46,8

47,2

47,6

[image: image7.wmf]-1,2

-1,0

-0,8

-0,6

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

44,4

44,8

45,2

45,6

46,0

46,4

46,8

47,2

47,6

Рис. 2.3. Параметры дополнительных дублетов в мессбауэровских спектрах гемоглобина на резонансных частотах взаимодействия  с миллиметровыми волнами изменяются значительно, что говорит о конформационных переходах именно в этой компоненте метгемоглобина. Более того, отношения площадей линий, соответствующих обоим компонентам, остаются по величине неизменными, и это значит, что индуцированные переходы не носят спиновый характер. Таким образом, результаты измерений говорит о том, что переход глобулярной биомакромолекулы из одного конформационного состояния в другое под действием электромагнитного излучения сопровождается перестройкой системы внутренних связей в третичной структуре белка.
Конформационные переходы в белковых молекулах тесно связаны со структурой внутренних движений в биомакромолекулах. Мессбауэровские измерения воздействия электромагнитных волн на динамику гемоглобина [8,9] показали, что взаимодействие  на резонансных частотах увеличивает интенсивность переходов в определенном конформационном подпространстве. Мессбауэровские спектры свидетельствуют об общей стабилизации молекулярной структуры под воздействием электромагнитного излучения, и это говорит о синхронизации внутренних движений в белковой молекуле электромагнитным полем. Следовательно, электромагнитное излучение действует наиболее эффективно на те конформационные состояния, которые имеют собственные частоты, близкие к частоте внешнего генератора. Увеличение амплитуды этих колебаний ведет к конформационному переходу. 
Изменения в структуре связей белковых молекул также фиксировались с помощью инфракрасной спектроскопии. В работе [11] этим методом исследовалось влияние электромагнитного излучения на плазму крови. Было обнаружено, что облучение электромагнитными волнами ведет к изменениям инфракрасных спектров, связанным с разрушением водородных связей. В другой работе  [12] Были измерены инфракрасные спектры лецитина и сывороточного альбумина человека при облучении электромагнитным излучением с длиной волны 8,6 мм и плотностью потока падающей мощности 50 мВт/см2. Эти спектры показали, что миллиметровые волны не вызывают необратимых изменений во вторичной структуре белковых молекул, включая фазовые переходы в липидах и переходы от α- спиралей к β – изгибам. Однако электромагнитное излучение модифицировало динамику белков, что проявилось в увеличении водородного обмена в сывороточном альбумине человека. Этот эффект был полностью обратим.
Возможность конформационных изменений в белковых молекулах под воздействием электромагнитных волн исследовалось иммунологическим методом [13] по реакции связывания антител со специфическими антигенами. Эта реакция требует очень высокой степени химического и пространственного соответствия детерминантных групп. Поэтому измерения степени связывания позволяют оценить пространственное соответствие секторов связи и, соответственно, конформационное состояние молекулы.  
2.3 Вероятность изменения состояния мембраны клеток

В предыдущем параграфе была показана возможность индуцированных конформационных переходов в белковых молекулах, воздействуя электромагнитными волнами. В этом параграфе мы рассмотрим, как проявляются конформационные изменения белковых молекул в функционировании клеточных мембран.

Изменения состояния воротных и других белковых молекул под воздействием электромагнитного излучения может быть определено по модификации их функциональных свойств. В этой связи исследования откликов клеточных мембран на действие электромагнитных волн представляет большой интерес. Выполнен ряд работ, посвященных изучению эффектов электромагнитного излучения на состояние мембран эритроцитов. Влияние миллиметровых волн на резистентность мембран эритроцитов исследовалось в работе [14] с использованием шумового сигнала в полосе частот 53 -78 ГГц со спектральной интенсивностью ~ 6·10 -17 Вт/Гц, что соответствует интегральной мощности ~ 1,5 мкВт. Был обнаружен рост резистентности мембран. В контрольном эксперименте полный гемолиз эритроцитов наступал при концентрации NaCl, равной 0,35 %, в то время как при действии электромагнитного излучения он происходил при концентрации 0,23 %. В обоих случаях начало гемолиза наблюдалось при 0,55 %.

Было установлено, что облучение миллиметровыми волнами приводит к уменьшению концентрации одного из продуктов перекисного окисления липидов в крови. Это является индикатором уменьшения скорости процессов, связанных с образованием свободных радикалов. Известно [15], что ослабление гидрофобных связей сопровождается интенсификацией перекисного окисления липидов в мембранах и наоборот. Данные, приведенные выше, показывают усиление гидрофобных взаимодействий в мембранах клеток под влиянием электромагнитного излучения. 
Увеличение резистентности мембран может быть объяснено и другим механизмом, а именно модуляцией активности мембранной ферментной системы. Для того чтобы проверить возможность такого механизма, было проведено исследование на следующих ферментах: а) аланинаминотрансфераза, которая является катализатором реакции обратимого переноса от аланина к α-кетоглютариновой кислоте и имеет молекулярную массу 114 дальтонов, б) амилаза, которая относится к классу гидрогеназ, она является катализатором реакции гидролитического расщепления гликозидных связей в крахмале и гликогене, ее молекулярная масса равна 48 дальтонам [16]. Электромагнитное излучение не действовало на первый фермент, но увеличивало эффективность второго в 1,7 раза. Ферменты отличаются один от другого, во-первых, величиной молекулярной массы и, следовательно, частотой собственных колебаний и, во-вторых, тем, что для амилазы в реакции необходима вода, а для аланинаминтрансферазы – нет. Это различие обуславливает резонансное взаимодействие электромагнитного излучения с амилазой, которое изменяет ее пространственную структуру и переводит ее в более активную форму, так как в растворе этот фермент имеет несколько различных конфигураций [16]. Необходимо отметить, что целый ряд ферментов можно отнести к классу гидрогеназ. Это ферменты энергетического обмена и ферменты, связанные с поддержанием мембранного потенциала и передачей нервного импульса, к примеру, Na+, K+-АТФаза, Ca2+-АТФаза. 
Косвенную информацию о состоянии мембраны эритроцитов можно получить из измерений такого параметра, как электрофоретическая подвижность этих клеток. Она зависит от распределения заряда на поверхности мембраны. В работе [17] изучалось, как влияет электромагнитное излучение с длиной волны 5,6 мм на электрофоретическую подвижность эритроцитов крысы. В эксперименте использовались три группы животных: контроль, облучение электромагнитными волнами и комбинированное облучение электромагнитными волнами и γ-излучением. Результат эксперимента показали, что миллиметровые волны увеличивают электрофоретическую подвижность эритроцитов в первые дни, но она возвращается в дальнейшем к контрольной величине. Облучение γ-лучами приводит к уменьшению этого параметра в течение всего периода наблюдения, но воздействие электромагнитного излучения перед γ-облучением в большой степени компенсирует эффект уменьшения. Облучение γ-лучами вызывает конформационные изменения в мембранах эритроцитов, что приводит к перераспределению зарядов. Миллиметровые волны также изменяют структуру мембраны, но эти изменения имеют другое и, в определенной степени, противоположное направление, и они стабилизируют состояние мембраны перед последующим γ-облучением. 
Похожие результаты были получены в исследованиях влияния электромагнитного излучения в полосе частот 53 -78 ГГц в шумовом режиме на изолированных эритроцитах крыс [18]. Спектральная плотность падающей мощности была равна 4·10 -17 Вт/Гц, неоднородность поля  была в  пределах  ± 3 дБ, и интегральная мощность составляла 1 мкВт. Воздействие электромагнитного излучения  с такими параметрами также приводило к увеличению электрофоретической подвижности.
В экспериментах с фототрофными микроорганизмами Spirulina platensis [19] было обнаружено, что облучение этих клеток миллиметровыми волнами вызывало изменение скорости роста на различных стадиях, концентрации ионов натрия и нитратов в культуральной среде. Нужно отметить, что транспорт ионов натрия в клетку является быстрым процессом, так как направление движения совпадает с градиентом электрохимического потенциала. Наоборот, вывод нитрат-иона из клетки – процесс медленный и зависит от освещенности и метаболической активности. Поэтому изменения проницаемости мембраны проявляется в первую очередь в отношении ионов натрия, что обуславливает соответствующую динамику концентрации этого иона.

Необходимо уделить внимание также экспериментам с мощными СВЧ-импульсами наносекундной длительности, так как напряженность электрического поля в таком излучении сравнима с напряженностью в мембране(50 – 300 кВ/см). Было найдено, что действие таких мощных импульсов (а именно с длиной волны 3 см, длительностью импульса 10 нс и пиковой мощностью 30 МВт) на мембраны кожи лягушки приводило к ускорению активного транспорта ионов натрия и увеличению проницаемости мембраны для молекул воды [20].
Действие электромагнитного излучения с частотой 75 ГГц и интегральной мощностью 8 мВт на быстрый калиевый ток в нейроне моллюска изучалось в работе [21]. Результаты показали, что воздействие приводило к уменьшению временных констант активации и инактивации на 7,5 % и 16 % соответственно. Скорость инактивации возрастает больше, чем у активации, и это означает, что электромагнитное излучение действует эффективно на функционирование быстрых калиевых каналов, что может быть объяснено конформационными изменениями воротных молекул.

2.4 Изменения в прохождении нервного импульса.

Изменения в функционировании воротных молекул, рассмотренные в предыдущем параграфе, тесно связаны с прохождением нервного импульса, которое важно с точки зрения отклика организма в целом на электромагнитное воздействие. Поэтому исследования влияния электромагнитных волн на процесс прохождения нервного импульса очень важны для понимания реакции организма на это воздействие.

В экспериментах с препаратами изолированного пузыря лягушки [22] изменения спонтанной импульсной активности кустиковидных рецепторов измерялись на отведении нерва пузыря. Облучение этого препарата электромагнитным излучением с частотой 42,194 ГГц увеличивало среднюю суммарную частоту импульсной активности. Динамика изменений относительной величины этого параметра под действием электромагнитного излучения показана на рисунке 2.4 в сравнении с соответствующими величинами  для контроля и инфракрасного облучения.

Из рисунка 2.4 можно видеть, что электромагнитные волны влияют на кустиковидные рецепторы иначе, чем тепловое воздействие, обусловленное инфракрасным облучением. Электромагнитное излучение увеличивает частоту фоновой активности этих рецепторов, хотя и наблюдается частичная адаптация в процессе воздействия. Механизм такого действия может быть связан с рецепцией электромагнитного излучения в зоне иннервации потенциалов действия.

Отклики рецепторов на воздействие электромагнитного излучения на частотах в интервале 40,00 – 42,25 ГГц и 42,31 ГГц были исследованы в работе [23]. Механорецепторы кожи лягушки в полуинтактном состоянии, так же как и изолированные кожно-нервные препараты, облучались электромагнитными волнами. Афферентный поток нервных импульсов при механическом стимулировании рецепторов регистрировали, используя внешнее отведение от ветви дорсального нерва, иннервирующего область облучения. При максимальной величине плотности потока падающей мощности (~35 мВт/см2) повышение температуры составляло (1-2) оС.
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Рис. 2.4. Зависимость частоты спонтанной импульсной активности нерва лягушки от времени.

Первая серия экспериментов была выполнена в температурном интервале (18 -22) оС, то есть в  диапазоне тепловой нейтральности для механорецепторов лягушки, который равен (13 - 26) оС, что позволяет говорить о нетепловом действии электромагнитного излучения на механорецепторы. Однако воздействие электромагнитных волн не привело ни к активации спонтанной активности, ни к модификации отклика. Во второй серии измерений, выполненной в термочувствительном диапазоне температур для механорецепторной системы (27 - 30) оС, было обнаружено, что облучение электромагнитным излучением с частотой 48 ГГц приводило к уменьшению индуцированной активности механорецепторов.

Рецепция электромагнитного излучения возможна и непосредственно в нервных волокнах. В этом случае электромагнитное поле модифицирует прохождение нервного импульса. В работе [24] исследовалось влияние электромагнитного излучения с частотой 42,19 ГГц на функционирование нерва травяной лягушки. Измерялось время восстановления амплитуды потенциала действия после возбуждения электрическими и импульсами при облучении в трех режимах: а) перед стимуляцией; б) во время восстановления; в) перед возбуждением и во время  восстановления. Во всех трех режимах было зафиксировано уменьшение времени восстановления на 20 - 40 % по сравнению с контрольными величинами.

Действие электромагнитных волн на нервные волокна может быть не только стимулирующим, но и тормозящим. В работе [25] также исследовалось влияние электромагнитного излучения на седалищный нерв лягушки. При воздействии миллиметровых волн неуказанной частоты амплитуда потенциала действия уменьшалась экспоненциально до нуля. После окончания сеанса облучения амплитуда постепенно восстанавливалась.

Приведенные выше данные позволяют выделить две особенности влияния электромагнитного излучения на прохождение нервного импульса при воздействии на рецепторы и нервные волокна. Во-первых, эффект зависит от частоты, что согласуется с гипотезой резонансного взаимодействия излучения с молекулами функционально компетентных белков. Во-вторых, наличие отклика на предварительное облучение электромагнитными волнами препаратов и значительное время развития эффекта свидетельствуют о медленной релаксации конформационных изменений в белковых молекулах. 

Помимо действия на рецепторы и нервные волокна, прохождение нервного импульса может быть модифицировано рефлекторно. Пример такой ситуации приведен в работе [26]. У восемнадцати из двадцати пациентов с гипертензией было обнаружено увеличение частоты повторения потенциалов действия в афферентных волокнах срединного нерва левой руки при облучении в течение 1 минуты участка кожи вблизи точки акупунктуры 9.9 канала перикарда. Частота электромагнитного излучения изменялась в полосе частот от 53,596 до 53,603 ГГц с частотой амплитудной модуляции 0,05 Гц. Плотность потока падающей мощности была менее 5 мВт/см2. Частотный анализ электроэнцефалограмм показал увеличение мощности спектрального интервала α-ритма по сравнению с фоновым уровнем этих пациентов. Блокирование срединного нерва между зоной облучения и зоной измерения потенциалов действия приводило к уменьшению частоты фоновой импульсной активности и мощности спектра ЭЭГ у всех пациентов. Облучение электромагнитным излучением не вызывало изменений этих параметров.     

2.5 Влияние электромагнитного излучения на биологические свойства микроорганизмов.

Выше была отмечена роль конформационных изменений белковых молекул для функционирования клеточных мембран. Однако такие изменения важны не только для мембранных белков, но и для других молекул, определяющих биологические свойства клеток, особенно для их роста.  В экспериментах с культурами E.coli и S.aureus [27] были найдены частоты, воздействие на которых на эти культуры изменяло их рост. Облучение на некоторых из этих частот приводило к стимуляции роста, а на других – к подавлению. Нужно отметить, что не было обнаружено никакой связи между уровнем мощности электромагнитного излучения и степенью его биологического действия на эти бактерии.

Помимо биохимических реакций, важных для роста клеток, воздействие электромагнитного излучения может приводить к изменению структуры клеток, как это было показано в экспериментах с микробами коклюша [28]. Эти исследования показали, что воздействие электромагнитного излучения на некоторых частотах ведет к изменению иммунологических свойств этих клеток. Эти свойства оценивались по наличию поверхностных антигенов – агглютиногенов 1, 2 и 3. Оказалось, что клетки увеличивают синтез агглютиногена 1 под воздействием электромагнитного излучения с длиной волны 6,39; 7,00 и 7,80 мм и уменьшают синтез этого антигена при облучении на длине волны 6,90 мм. Воздействие электромагнитными волнами с длинами волн 6,59 и 6,00 мм вызывало значительное снижение уровня синтеза этими микробами агглютиногенов 2 и 3. 

В работе [29] было показано, что миллиметровые волны модифицируют иммунологические свойства антигенов стафилококка. Кроме того, было обнаружено, что основной патогенный фактор стафилококка – белок А – изменяет свою способность взаимодействия с иммуноглобулинами после облучения электромагнитными волнами. Исследования эффектов электромагнитного излучения на фотосинтезирующие микроорганизмы  S.platensis и P.vividis [30] показали, что такое воздействие стимулирует рост этих микроорганизмов, увеличивает содержание хлорофилла в клетках и интенсифицирует выход кислорода. В этой работе подтверждается, что первичное действие электромагнитного излучения по изменению проницаемости мембран и, соответственно, транспорта ионов натрия и нитрат-ионов приводит к смещению равновесия между дыханием и фотосинтезом в направлении последнего. 

Аналогичные исследования на бактериях B.subtilis [31]показали наличие частот, на которых воздействие электромагнитного излучения стимулировало рост биомассы и производительность по белку. Были также найдены частоты, воздействие на которых подавляло функциональную активность этих микроорганизмов. Стимуляция проявлялась в увеличении биомассы на 30 % , а подавление – в уменьшении на 50 % относительно контрольных величин. В то же время концентрация белка возрастала на 70 % при облучении электромагнитными волнами на стимулирующей частоте и уменьшалась лишь на 5 % - на ингибирующей частоте. Таким образом, миллиметровые волны изменяют метаболизм бактерий B.subtilis, но модифицируют не весь процесс в целом, а влияет на различные метаболические реакции в зависимости от действующей частоты.

Влияние электромагнитного излучения на рост микроорганизмов отличается на разных стадиях развития культуры клеток. С культурой Spirostomum.sp были выполнены два варианта экспериментов [32]: а) облучение культуры электромагнитным излучением во время формирования популяции, б) облучение электромагнитным излучением культуры с несформированной популяцией по причине ограниченного объема чашки Петри. Культуры имели возраст 6 дней и облучались электромагнитным излучением с длиной волны 7,1 мм в течение 30 минут.

В первой серии экспериментов популяционные отношения были сформированы в контроле, но облучение на второй, четвертый и седьмой дни приводило к значительно более раннему появлению популяции. Кривая роста совпадала с контрольной кривой только при облучении на стадии, когда популяция почти сформировалась (9-11 дни). В этом случае регуляторные механизмы доминировали над электромагнитным воздействием.

Во второй серии экспериментов в контроле популяция не сформировалась. Облучение электромагнитным излучением на разных стадиях роста культуры приводило к стабилизации, проявлявшейся в формировании популяционных отношений. При облучении на стадиях быстрого роста (4,7 и 9 дни) генерируемая популяция была более стабильна, чем при облучении на стадии инокуляции (второй день).

Экспериментальные данные показывают, что электромагнитное излучение может воздействовать на микроорганизмы на генетическом уровне. Изменения в геноме E.coli под действием миллиметровых волн исследовалось в работе [33]. Было найдено, что излучение активирует лизогенный профаг λ хромосомы и ген β-галактосидазы (лактозы) плазмиды в клетках E.coli. Экспрессия этих оперонов блокируется в норме С1-репрессором λ фага.

Облучение лизогенных клеток К-12 в условиях роста показало наличие нескольких частот, на которых усилении экспрессии фага составляло 5-6 порядков относительно фона. Вблизи одной из этих частот исследовали зависимость индукции  гена β-галактосидазы в культуре CSH 36 от частоты электромагнитного излучения. Максимальная индукция гена была зафиксирована в интервале частот 70,5 – 70,7 ГГц, так что относительная ширина резонанса составила  ~ 3·10 -3.

2.6 Влияние электромагнитного излучения на метаболические процессы на клеточном уровне

Модификация свойств микроорганизмов, описанная выше, обусловлена в значительной степени изменениями в метаболическом процессе, особенно в отношении роста клеток. Поэтому в этом параграфе внимание уделено влиянию электромагнитного излучения на клеточный метаболизм.

Эксперименты с культурой E.coli [27] показали корреляцию между влиянием электромагнитного излучения на скорость роста этой культуры и действием этого фактора на параметры белков фосфолипидного и энергетического обмена в клетке и активности ее дегидрогеназ. Фотосинтезирующие бактерии Ph.leognathi были объектом исследований влияния электромагнитного излучения на структуру мембраны, регулирующей метаболические процессы в клетках [34]. Преимущество изучения таких микроорганизмов заключается в возможности получения информации об эффектах электромагнитного излучения на жизненные функции клеток интактным путем, используя световой отклик биохимической системы. Результаты измерений показали, что воздействие электромагнитных волн с частотой 3,2 ГГц вызывало гашение люминесценции, и этот эффект не зависел от величины плотности потока падающей мощности в диапазоне от 1,3 до 13 мкВт/см2. Источник люминесценции этих бактерий – реакция восстановления флавин-мононуклеотида и липоальдегида молекулярным кислородом. В результате этой реакции формируется долгоживущий комплекс фермент – субстрат в возбужденном состоянии, и его релаксация сопровождается световым излучением. Можно предполагать, что гашение люминесценции под действием электромагнитного излучения связано в первую очередь с изменениями в клеточных мембранах. Перестройка в липидных фракциях может привести к изменению альдегидного фактора и уменьшить интенсивность люминесценции. В качестве другого канала воздействия можно рассматривать активацию потребления кислорода внутри клетки. Это также приводит к уменьшению уровня люминесценции во время электромагнитного облучения и восстановлению интенсивности люминесценции по окончанию облучения. Важная роль молекулярного кислорода в изменения метаболических процессов под действием электромагнитного излучения отмечалась также авторами работы [35], где изучались эффекты электромагнитных волн на цианобактерии S.platensis и другие микроорганизмы.

Механизм воздействия электромагнитного излучения на клетки, основанный на взаимодействии с мембраной, косвенно подтверждается данными, полученными при лечении кардиобольных с помощью миллиметровых волн [36]. В патогенезе этих заболеваний важная роль принадлежит активации перекисного окисления фосфолипидов, содержащихся в клеточных и внутриклеточных мембранах, в частности, в кардиомиоцитах и тромбоцитах. Этот процесс вызывает нарушение функций мембрано-зависимых ферментов, а также изменения структуры и проницаемости мембран.  

2.7 Модификация митотического цикла.

Изменения метаболических процессов, рассмотренные в предыдущем параграфе, могут быть связаны с митотическим циклом, так как деление клеток требует определенный уровень метаболической активности. Поэтому можно ожидать, что электромагнитное излучение будет влиять на митотический цикл. И из экспериментальных результатов видно, что электромагнитные волны действительно влияют на деление клеток. Эти эффекты носят резонансный характер, то есть электромагнитные волны изменяют скорость митотического деления только на определенных частотах. Изменения могут быть направлены как в сторону стимуляции митоза, так и его подавления, в зависимости от частоты воздействующего излучения. Такие результаты были получены в экспериментах с культурами E.coli и S.aureus [27], а также с фотосинтезирующими микроорганизмами S.platensis и P.vividis [30]. Облучение лейкоцитарной культуры электромагнитными волнами с длиной волны 7,1 мм приводило к увеличению скорости роста на 50 – 70 % в первом и втором посевах, в то время как электромагнитное излучение с длиной волны 5,6 мм вызывало увеличение ростовой активности клеток на 52 % только в первом посеве [37].
Стимуляцию пролиферации клеток можно объяснить биохимическими изменениями, обусловленными влиянием электромагнитного излучения. При исследовании эффектов миллиметровых волн на лимфоциты здоровых людей in vitro [38] было найдено, что при воздействии электромагнитного излучения эти клетки продуцировали цитоплазменный фактор – цитокин, связанный с активацией дегидрогеназ и действующий как фактор роста.

Электромагнитное излучение может также действовать непосредственно на хромосомы, что также может привести к модификации процессов клеточного деления. В работе [39] исследовалось влияние электромагнитного излучения в диапазоне частот 40,75 – 48,25 ГГц на политенные хромосомы личинок C.plumosus. Было обнаружено, что начальные изменения в хромосомах наступают сразу после облучения с длительностью15 или 30 минут. В обоих случаях генетическая активность непрерывно транскрибируемых сегментов хромосом изменялась одинаковым образом. Наибольшие изменения наступали через 1 -2 часа после облучения, что указывает на триггерный механизм действия электромагнитного излучения, которое запускает медленный процесс в клетках. Кроме того, воздействие на определенной частоте вызывает противоположные знаки эффекта в разных сегментах хромосомы: в одних оно стимулирует генетическую активность, в других – подавляет. Вероятно, этот результат в большой степени связан со структурно-функциональной дифференциацией макромолекулярного комплекса (ДНК гистоны, нуклеиновые белки) в различных сегментах хромосом.

Помимо клеточного деления, стимулирующие и ингибирующие частотно-зависимые эффекты электромагнитного излучения наблюдались также в отношении функциональной активности микроорганизмов. К примеру, миллиметровые волны модифицировали фибринолитическую активность B.firmus и синтез пенициллина бактериями S.aureus [40, 41]. Миллиметровые волны изменяют также считывание генетического кода в клетках E.coli [33]. При облучении лизогенных клеток в условиях роста было найдено несколько резонансных частот в диапазоне 69 -72 ГГц. При облучении на этих частотах выход фага увеличивался на 5-6 порядков по сравнению с контролем. В исследованиях влияния электромагнитного излучения на индукцию гена β-галактосидазы в культуре CSH36 было найдено, что относительная ширина резонансной кривой составляет ~ 3·10 -3.  
2.8 Модификация адгезивных свойств клеток

Адгезивные свойства клеток определяются в первую очередь состоянием мембран и способностью взаимодействовать с другими телами посредством молекулярных и кулоновских сил. Одним из показателей такой способности является взаимодействие с себе подобными, то есть агрегация клеток. Степень проявления этого свойства, в частности у клеток крови, является очень важной для функционирования организма в норме и патологическом состоянии.

Реологические свойства крови у больных с острым инсультом изучались в  работе [42]. Результаты этих исследований показывают, что облучение эритроцитов этих больных in vitro электромагнитным излучением с несущей частотой 53,53 ГГц  и частотной модуляцией в пределах ± 25 МГц приводило к уменьшению показателя агрегации на 10 % и увеличению индекса деформации эритроцитов на 20 %. Это можно интерпретировать как уменьшение степени взаимодействия между молекулами на поверхности мембран этих клеток.

Аналогичные измерения на тромбоцитах показали более значительное влияние электромагнитного излучения на агрегацию клеток. В таблице 2.1 приведены индексы спонтанной (Ксп) и индуцированной агрегации на второй, четвертый и восьмой день (К2, К4 и К8) для этих клеток. Как можно видеть из этой таблицы, отношение показателя индуцированной агрегации в контроле к соответствующему показателю при облучении со временем уменьшается, но все равно модификация клеточных мембран под действием электромагнитного излучения остается очень заметным.

Таблица 2.1

	Показатель
	Эксперимент
	Контроль
	Р

	Ксп
	11,96 ± 0,29
	6,09 ± 0,62
	< 0,001

	К2
	12,42 ± 1,32
	21,44 ± 1,82
	< 0,001

	К4
	25,55 ± 2,73
	42,62 ± 3,47
	< 0,001

	К8
	37,82 ± 3,70
	61,54 ± 4,58
	< 0,001


Исследования, проведенные в работе [43], показали, что способность эритроцитов к агрегации изменяется под действием электромагнитного излучения и при облучении in vivo. Индекс агрегации эритроцитов уменьшился с 1,23 ± 0,03 до 1,08 ± 0,02 относительных единиц при облучении кардиобольных электромагнитным излучением с длиной волны 5,6 и 7,1 мм. При этом индекс деформации эритроцитов увеличился с 1,06 ± 0,02 до 1,20 ± 0,02 относительных единиц. Эти данные подтверждают значительную модификацию поверхностных свойств мембран эритроцитов под влиянием электромагнитного излучения. Рост коагуляционного потенциала крови был обнаружен при лечении простатитов электромагнитным излучением с длиной волны 5,5 мм [44].  

Исследования воздействия электромагнитных волн с длиной волны в интервале 5,6 – 7,1 мм на больных с нарушениями тромбо-васкулярной системы, проведенные в работе [45], показали также изменение способности тромбоцитов к агрегации, Облучение на частотах, подобранных индивидуально для каждого больного, приводило к нормализации функциональных свойств тромбоцитов.

2.9 Особенности межклеточной кооперации.

В предыдущем параграфе рассматривалась способность клетки взаимодействовать с себе подобными. Однако состояние мембраны определяет также взаимодействие с клетками и других видов. Это очевидно из результатов экспериментов с микробами коклюша [28]. Эта клетка отличается большой изменчивостью, благодаря чему воздействие электромагнитного излучения может вызвать уменьшение количества или полную потерю некоторых поверхностных антигенов и, соответственно, изменение синтеза антител.

Другой пример модификации степени взаимодействия клеток под действием электромагнитного излучения дают результаты исследования эритроцитов [46]. Свежая кровь с консервантом (цитрат натрия), предотвращающим ее коагуляцию при малых скоростях циркуляции, подвергалась облучению электромагнитными волнами, и измерялась ее вязкость. Результаты измерений в зависимости от времени экспозиции показаны на рисунке 2.5. При малых скоростях циркуляции вязкость крови определяется обратимым связыванием эритроцитов и поэтому зависит от состояния мембран этих клеток. Как можно видеть из рисунка 2.5, воздействие электромагнитных волн изменяет состояние мембраны, но этот эффект зависит от длительности экспозиции. 
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Рис.2.5. Зависимость вязкости крови от времени экспозиции.

Способность эритроцитов к агрегации сильно меняется под действием мощных электромагнитных импульсов наносекундной длительности. В работе [47] исследовалось действие таких импульсов (λ = 3см, τ = 10 нс,    Рпик = 30 МВт) на эритроциты, у которых предварительно были нарушены мембраны электрическим пробоем. В результате воздействия СВЧ-импульсами мембраны и способность к агрегации были восстановлены.

В работе [48] исследовалось влияние миллиметровых волн с частотой 42,2 ГГц на тромбоциты in vitro. Было обнаружено, что степень агрегации, ее начальная и максимальная скорости значительно уменьшаются под действием этого воздействия. Представляется, что механизм изменения функциональной активности тромбоцитов включает конформационную модификацию белков на поверхности мембраны под действием электромагнитных волн.

Такая коррекция функциональной активности тромбоцитов важна при лечении различных заболеваний. К примеру, использование облучения кардиобольных электромагнитными волнами с частотой 42,2 ГГц в сочетании с медикаментозным лечением приводило к выраженной нормализации способности тромбоцитов к агрегации [49]. Аналогичный характер изменений функциональной активности тромбоцитов под действием электромагнитного излучения наблюдалось также при облучении на более высоких частотах от 149 до 154 ГГц in vitro плазмы крови, обогащенной тромбоцитами [50].  
2.10 Электромагнитное излучение как индуктор апоптоза.

Эффекты, рассмотренные выше, свидетельствуют об изменении функциональной активности клеток под действием электромагнитного излучения. Однако такое воздействие может быть настолько острым, что запускается механизм апоптоза (программируемой смерти) в клетках, облученных электромагнитными волнами. В работе [51] исследовалось действие электромагнитного излучения с частотой 42,2 ГГц и плотностью потока падающей мощности в интервале от 100 мкВт/cм2 до 50 мВт/см2 на структуру кожи. Было найдено, что облучение привело динамическим ультраструктурным изменениям в клетках эпидермиса и дермы. Через 2 часа после облучения в цитоплазме и ядрах этих клеток были обнаружены полости диаметром 0,2 – 3 микрометра. Через 6 часов после облучения эти полости сохранялись. В последующем часть клеток восстановилась, но часть клеток начала деградировать. Через 12 часов после облучения клетки проявляли явные признаки апоптоза – конденсация хроматина, появление больших перинуклеарных промежутков и больших вакуолей в плазме, фрагментация клеток. Детальные исследования показали, что, по крайней мере, часть этих полостей была сформирована в процессе деградации митохондрий.

Проблема апоптоза исследовалась также при низких частотах воздействующего электромагнитного поля. В работе [52] были проведены эксперименты in vitro с двумя линиями трансформированных клеток и одной линией нетрансформированных клеток. Было обнаружено увеличение количества смертей, совпадающих морфологически с апоптозом, исключительно в линиях трансформированных клеток. Индукция смерти клеток наблюдалась в магнитном поле с магнитно индукцией более 1 мТ. Этот эффект не зависел от частоты магнитного поля и возрастал, когда использовалась комбинация статического магнитного поля и переменного с частотой 50 Гц. 

Противоположные результаты были получены в работе [53]. Эффект электромагнитного поля изучался in vitro на двух линиях клеток, отличающихся от использовавшихся в [52]. Клетки экспонировались в электромагнитном поле с частотой 25 Гц и магнитной индукцией 1,5 мТ в течение 2 часов. Никаких значительных изменений в фазах клеточного цикла и никакой индукции апоптоза не было обнаружено. Вероятно, для каждого вида клеток нужна своя частота, запускающая апоптоз. Этот вывод подтверждается результатами работы [54], где исследовались эффекты низкочастотного поля. Исследовались две линии клеток: одна – трансформированных, другая – нетрансформированных. Был зафиксирован статистически значимый рост формирования микроядер и индукции апоптоза в трансформированных клетках под воздействием электромагнитного поля с частотой 50 Гц после экспозиции длительностью 48 – 72 часа. Однако в случае нетрансформированных клеток этот эффект не наблюдался. 

2.11 Эффекты электромагнитного излучения на клетки злокачественных опухолей.

Индукция апоптоза, рассмотренная в предыдущем параграфе, является важным фактором с точки зрения лечения злокачественных опухолей. В этой связи представляют большой интерес мощные электромагнитные импульсы наносекундной длительности. Использование генераторов таких импульсов в режимах с большой скважностью обеспечит нетепловой уровень электромагнитного излучения и в то же время позволит создать в биологических тканях поля, сравнимые по напряженности с естественными квазистатическими полями в биологических мембранах ~ 102 ÷ 105 В/см.

В работе [55] были проведены эксперименты по воздействию на крыс линии Vistar мощными электромагнитными импульсами. Использовались генераторы, обеспечивающие пиковую мощность 100, 10 и 4 МВт на частотах 10, 20 и 40 ГГц, соответственно. Длительность импульсов составляла 10 наносекунд. Облучение крыс с карциномой Waker ста двадцатью импульсами приводило к замедлению скорости роста опухоли в 1,5 раза и увеличению продолжительности жизни на 30 % по сравнению с контролем. Облучение электромагнитными волнами в комбинации с медикаментозным лечением давало замедление скорости роста опухоли в 2 раза. Исследование in vitro действия такого электромагнитного излучения на клетки опухоли показало разрушение этих клеток.

В работах [55 - 57] также проводились исследования влияния мощных электромагнитных импульсов на опухолевые клетки (карцинома Waker) in vitro. Было выявлено, что при таком воздействии происходит дистрофическое изменение клеток на стадии лизиса. Отмечено, что интенсивность электрического поля в клеточных мембранах сильно возрастает в опухолевых клетках на стадии деления. Пролиферация в опухолевых клетках происходит иначе, чем в нормальных клетках, и поэтому электромагнитное излучение может изменить метаболизм опухолевых клеток.

Заключение

Таким образом, электромагнитное излучение оказывает воздействие на биологические объекты даже при очень низкой интенсивности, и диапазон эффективных частот очень широк. Наиболее важные с точки зрения биологии и медицины эффекты электромагнитного излучения на молекулярном и клеточном уровнях приведены в таблице 2.2.











Таблица 2.2

	Объект воздействия
	Диапазон частот
	Последствия воздействия электромагнитного излучения

	Биомакромолекулы
	1 – 150 ГГц
	1. Конформационные переходы в белковых молекулах.

2. Изменение функциональной активности:

а) ферментов;

б) транспортных белков;

в) ионных каналов.

3. Разрыв цепей ДНК.

4. Изменение третичной структуры хромосом. 

5. Модификация траскрибирования генетической информации 

	Мембраны
	1 -150 ГГц
	1. Изменение распределения зарядов на поверхности мембран.

2. Модуляция устойчивости к внешним факторам.

3. Изменение сродства к биомолекулам.

4. Изменение проницаемости для ионов и биомолекул. 

	Клетки
	0,1-2·1011 Гц 
	1. Изменение метаболизма.

2. Модуляция роста и деления

3. Модификация функциональной активности.

4. Инициация апоптоза.
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○ – отношение ширин линий


▲ – отношение площадей линий








■ – химический сдвиг





● – квадрупольное расщепление
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