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Svrha rada je procjena bioloskog djelovanja zracenja radiofrekvencijskog (RF) pojasa visokih
frekvencija niskog intenziteta na stanicne makromolekularne strukture; DNA te mikrotubularna,
aktinska i vimentinska vlakna citoskeleta u kontroliranim uvjetima. U istrazivanju su koristena dva
pokusna modela, Zivotinjski i stanice u kulturi. Stakori (n=40) podijeljeni su u 4 podskupine kako
bi svaka za sebe bila zra¢ena. Prva podskupina zracena je 4 h, druga 16 h, treca 30 h i etvrta 60
h. Zivotinje su Zrtvovane 2., 8., 15. i 30. dana pokusa. U istraZivanje je bila ukljuéena i kontrolna
skupina (n=24). Stakori su podvrgnuti RF zraéenju frekvencije 2450 MHz i prosje¢ne gustoée
snage elektromagnetskog zracenja 7,5 mW cm™ (specifi¢ne apsorbirana snaga — SAR = 1,25 W
kg"). Stani¢ni uzorci linije V79 izlagani su 1 h, 2 h i 3 h RF zrac¢enju frekvencije 915 MHz,
jakosti elektri¢nog polja 10 Vm' (SAR=0,2 W kg™). U istrazivanju je proveden mikronukleusni test
na stanicama in vivo i in vitro. U prvoj fazi istrazivanja in vivo nadeno je znacajno povisenje broja
polikromatskih eritrocita s mikronukleusom (MN) u perifernoj krvi Stakora nakon osam tretmana
zraCenja po dva sata svaki. Genotoksi¢nost RF zracenja istrazena je izlaganjem trajne kulture V79
stanica kontroliranim uvjetima zracenja u istom RF pojasu elektromagnetskog spektra. /n vitro studija
je pokazala da je znacajno povisenje broja stanica s MN i oste¢enje polarnih proteinskih vlakana
mikrotubula i aktina povezano s duljinom izlozenosti zracenju (p<0,05). Nasa su istrazivanja potvrdila
iuin vivo i u in vitro pokusnim uvjetima mogucnost nepozeljnih u¢inaka radiofrekvencijskih polja
na razini polarnih makromolekularnih struktura u stanicama.

KLJUCNE RIJECT: in vivo, in vitro, niski intenzitet, RF pojas, visoke frekvencije, zracenje

Svjedoci smo pojave brojnih ljudskom rukom
stvorenih izvora neionizirajucih elektromagnetskih
(EM) zracenja koji se rabe za osobne, industrijske i
komercijalne svrhe; od elektri¢nih postrojenja niskog i
visokog napona, tramvaja, mobilne telefonije - mobitela
i odasiljaca, mikrovalnih pe¢nica do televizije, radija,
radara i druge opreme koja se rabi u industriji, medicini
i trgovini. Od izvanredne komercijalne vaznosti su
EM polja u frekvencijskom rasponu od 300 kHz do
300 GHz koja pripadaju radiofrekvencijskom pojasu

(RF) buduc¢i da gotovo sve nove tehnologije mahom
rabe ovaj frekvencijski pojas. Posebnu pozornost
pak treba usmjeriti na moguce posljedice dugotrajne
izlozenosti ljudi i ostalih Zivih organizama EM poljima
visokih frekvencija niskog intenziteta kakva emitiraju
sve brojniji telekomunikacijski uredaji. Zbog potrebe
Sto kvalitetnijeg prijenosa signala uvode se i rabe
rasponi sve visih frekvencija. Prijedlog vodece ustanove
za pitanja informati¢ke i komunikacijske tehnologije
Medunarodnoga telekomunikacijskog saveza (ITU)
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o frekvencijskome rasporedu za izvedbu zemaljske
komponente medunarodne mobilne komunikacije jesu
rasponi od 806 MHz do 960 MHz, od 1710 MHz do
2025 MHz,0d2110 MHzdo 2200 MHzio0d 2500 MHz
do 2690 MHz (1). Zbog opsirnosti uporabe RF pojasa
i pojave visokih razina elektromagnetskog smoga u
okolisu, mogucénost Stetnog utjecaja neionizirajuéeg
zracenja na zive sustave ne smije se iskljuciti. Pri tome
valja pretpostaviti da su osim poznatih termalnih Stetni
1 manje poznati netermalni u¢inci, odnosno oni koji
nisu povezani sa zagrijavanjem. Procijenjeno je da
visokofrekventna EM polja velikog intenziteta koja
ostvaruju apsorpciju energije (SAR) u vrijednosti
od 1 Wkg!do4 W kg tjelesne mase u vremenu od
30 min dovode do zagrijavanja mekih tkiva manjeg
od 1 °C u odraslih zdravih ljudi. Vrijednosti SAR-a
iznad tog raspona izazivaju promjene temperature koje
nadmasuju tjelesne termoregulacijske mehanizme,
pa se te razine zracenja smatraju termogenima, a
bioloski ucinci termalnima. Suprotno, pri izlozenosti
radiofrekventnom ili mikrovalnom zrac¢enju niskog
intenziteta aktivirani termoregulacijski procesi mogu
odrzati toplinsku homeostazu na razini fizioloskih
vrijednosti. Tjelesna temperatura moze rasti do 1 °C,
a da prilikom toga ne dode do njezine akumulacije
(2). Ipak, pitanje posljedica dugotrajne izlozenosti
zraCenju niskog intenziteta koja bez sumnje uzrokuju
fizioloski stres ostaje otvoreno za znanost. Poc¢etkom
stolje¢a Cesto su se mogla naci oprec¢na izvjesca
o rezultatima studija kako u in vitro tako i in vivo
uvjetima zracenja. No sve je jasnije da su tomu uvelike
pridonijeli interesi multinacionalnih drustava koja
ujedinjuju proizvodnju i prodaju telekomunikacijskih
uredaja (3). U novije vrijeme ipak se moze reci da
netermogene razine EM zracenja mogu uzrokovati tzv.
netermalne bioloske uc¢inke na stani¢noj razini (4-6).
Medunarodna udruga za zastitu od neionizirajuceg
zracenja (ICNIRP) toj vrsti zraCenja pripisuje
“suspektno Stetan bioloski u¢inak” (7), pa preporucuje
znanstvenoj zajednici da se osobito pomno istrazuju
1 prate ucinci s genotoksi¢nim predznakom. U naSim
istrazivanjima bioloskih pokazatelja osjetljivosti,
izlozenosti i netermalnih u¢inaka RF zracenja u prvoj
fazi koriSten je in vivo, a u drugoj in vitro pristup.
Svrha je ovog rada procjena bioloskog djelovanja
RF zracenja visoke frekvencije niskog intenziteta
na staniéne makromolekularne strukture, DNA,
mikrotubularna, aktinska i intermedijarna vlakna
citoskeleta u kontroliranim uvjetima.

MATERIJAL I METODE

Pokusni Zivotinjski model

Wistar Stakori (muZzjaci u dobi od 12 tjedana, pro-
sjecne mase 350 g) koriSteni su u ovom istrazivanju.
Sa zivotinjama se postupalo u skladu s nacionalnim
pravilima propisanim Zakonom o zastiti zivotinja (NN
135/2006) i Rjesenjem Uprave za veterinarstvo, Mini-
starstva poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja RH.
Zivotinje su prosle period prilagodavanja na uvjete
pokusa prije pocetka izlaganja zracenju. Tijekom po-
kusa Zivotinje su imale slobodan pristup vodi i hrani
te su drzane u stalnim uvjetima okolisa (22+1) °Cis
12-satnim ciklusom izmjene svjetla i tame.

Ustrojene su dvije skupine zivotinja od kojih je
jedna kontrolna (n=24), a druga zracena (n=40). Obje
skupine zivotinja drzane su u istim uvjetima, osim $to
u slucaju kontrolne izvor zracenja nije bio aktivan.
Skupine su podijeljene u 4 podskupine.

I1zlozenost zracenju trajala je 2 h na dan. Ukupno
vrijeme izlozenosti zraCenju za prvu ozradenu
podskupinu iznosilo je 4 h, za drugu 16 h, za trecu
30 h i za Cetvrtu 60 h, Sto znaci da su zivotinje
zrtvovane 2., 8., 15. 1 30. dana pokusa. Kako bi
se izbjegli nepredvideni termalni ucinci, mjerena je
rektalna temperatura neposredno prije i poslije izla-
ganja zracenju s pomocu termometra (ThermoScan
thermometer, Braun GmbH, Njemacka). U odnosu na
rezultate mjerenja temperature u kontrolnoj skupini i
one dobivene u zivotinja prije zracenja nije nadena
promjena temperature neposredno nakon zracenja.
Srednja vrijednost apsorbirane energije (SAR) za
cijelo tijelo bila je procijenjena prema standardnom
postupku (8). Odabrana prosje¢na gustoca snage elek-
tromagnetskog zracenja od 7,5 mW cm? odgovara
prosjecnoj vrijednosti SAR-a od 1,25 W kg'! za
Stakora srednje veli¢ine. SAR procijenjen u ovom
rasponu iskljucuje termalni stres te ne utjece na
tjelesnu temperaturu Stakora.

Pokusni stanicni model

U istrazivanjima mehanizma djelovanja neioni-
zirajuéeg zraCenja rabila se trajna kultura stanica
linije V79 (plu¢ni fibroblasti kineskog hrcka).
Stanice su kultivirane u hranjivome mediju RPMI
1640 s dodatkom 10 % fetalnoga govedeg seruma
i antibiotika penicilina i streptomicina. Kultura je
rasla u optimalnim uvjetima rasta u atmosferi s
5% CO,, 37 °Civlaznosti iznad 80 % u stani¢nom
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inkubatoru (Jouan CO, incubateur, Francuska).
Osobine kulture su rast u jednom sloju i pojava
dodirne inhibicije. Prosjek udvostrucenja stani¢ne
kulture u standardnim uvjetima je 16 sati (9). Pri
izracunu specifi¢ne apsorbirane RF energije (SAR)
za pojedinacnu stanicu koriSten je matematicki
model procjene vrijednosti dielektricnih osobina
stanicnih komponenata u skladu s njihovim po-
jedinacnim volumnim udjelom koji su predlozili
Steffensen i sur. 1995. godine (10). Prosje¢an SAR
za pojedinacnu stanicu iznosio je 0,2 W kg

Sustav za izlaganje pokusnoga Zivotinjskog modela
zracenju

Za pokuse na zivotinjama izvor RF zracenja
bio je generator snage 900 W (micro-Chev Mou-
linex, Francuska) koji odasilje valove frekvencije
2450 MHz, valne duljine od oko 1,12 m. Generator
je bio postavljen na udaljenosti od 1,4 m iznad
kaveza od pleksiglasa u kojem su bile smjestene
pokusne zivotinje, svaka u zasebnom odjeljku.
Prije provodenja 30-dnevnog pokusa odreden je
intenzitet zra¢enja u pojedinim odjeljcima kaveza.
U svakom odjeljku provelo se mjerenje intenziteta
zracenja uredajem EM Radiation Monitor, EMR-
20, sondom tipa 8,2 (Wandel&Golterman, SAD).
Izabrana je mjerna opcija “average mode”, §to znaci
da su rezultati bili izrazeni kao srednja vrijednost
intenziteta zracenja tijekom 30 sekundi. Temeljem
dozimetrijskih podataka zivotinje su smjeStene u
odjeljke u kojima su bile izlozene mikrovalnom
zracenju prosjecne gustoce snage elektromagnet-
skog zratenja 7,5 mW cm. Zivotinje su zradene 2
h na dan, sedam dana u tjednu tijekom 30 dana.

Sustav za izlaganje pokusnoga stanicnog modela
zracenju

Za ozrafivanje stani¢nih kultura koriStena
je aparatura sastavljena od tri zasebna uredaja;
gigahercna transverzalna elektromagnetska komora
(GTEM-komora) (Electro-Mechanics Company,
SAD), izvor RF zracenja frekvencije 915 MHz
(Anritsu, Japan) i pojacalo signala (model RF 3146
Power Amp Module RF, Micro Devices, SAD).
GTEM-komora je valovodna struktura u ¢ijoj se
unutrasnjosti generira homogeno RF polje. Izolirana
je od okoline tako da ne postoji utjecaj vanjskih
elektromagnetskih polja. U GTEM-komori je
moguce stvoriti uvjete istovjetne onima koji nastaju
u stvarnoj situaciji prilikom koristenja elektronskih

uredaja. Udesena GTEM-komora daje homogeno
polje, a snaga polja moze se uredivati i nadzirati
uporabom standardne opreme. Jednom ustrojeno
homogeno EM polje unutar GTEM-komore
stabilno je elektromagnetsko okruzenje pogodno
za provodenje bioloskih pokusa. Proizvodac je
izmjerio i ovjerio sve bitne fizikalne parametre
GTEM-a (Certificate of Test Conformance; report
ID: 28936, ETS-Lindgren Quality Assurance,
SAD). Temperatura unutar komore odrzavana je
na 37 °C, a stani¢ni su uzorci izlagani jedan, dva
i tri sata RF polju frekvencije 915 MHz i jakosti
elektri¢nog polja 10 V. m™.

Mikronukleusni test in vivo

Zadnjeg dana odabranih perioda zracenja zivoti-
nje su eutanazirane intraperitonealnom aplikacijom
sredstva za anesteziju (Narketan®, 80 mg kg t.m.
+ Xylapan®, 12 mg kg t.m., ip., Vétoquinol, Bern,
Svicarska). Osim krvi, uzeti su uzorci kotane srzi
i pluca za dalje istrazivanje. Punkturom srca dobi-
veni su uzorci krvi u kojima je ispitana ucestalost
pojave mikronuklearnih eritrocita (11). Preparati
razmaza stanica napravljeni su iz kapi krvi te su nakon
suSenja i bojenja analizirani s pomocu svjetlosnog
mikroskopa (povecanje x1000). Stani¢ni su preparati
bojeni May-Griinwaldovom i Giemsinom otopinom.
Ucestalost pojave MN u polikromatskim eritrocitima
(PKE) bila je odredena temeljem analize 1000 nezrelih
stanica po zivotinji.

Mikronukleusni test in vitro

Stani¢na suspenzija u hranjivom mediju koncentra-
cije 2,5x10°mL" kultivirana je u komori s CO,-atmos-
ferom. Nakon faze adaptacije stanice su rasporedene
u tri pokusne skupine. Prva skupina od tri odvojena
stani¢na uzorka podvrgnuta je zracenju u GTEM-ko-
mori u tri odvojena vremenska periodaod 1 h,2hi3 h.
Druga je skupina podvrgnuta istim uvjetima kao i prva,
osim §to nije zraCena pa predstavlja sham-kontrolnu
skupinu. Treca skupina uzoraka je pozitivna kontrola
koja je pod istim uvjetima kao i sham-kontrola bila
izlozena poznatom genotoksi¢nom agensu antibiotiku
mitomicinu C (0,5 ug mL!, Mitomycin C, Sigma
Chemicals, SAD). Dodatkom citohalazina B blokira
se citokineza. Stanice se isperu fizioloSkom otopinom.
Stanicni preparati ucvrste se fiksirajuéom otopinom
metanola i octene kiseline u omjeru 9:1 te se ucine
razmazi. Nakon susenja i bojenja 10 %-tnom otopi-
nom Giemsine boje analizira se 1000 binuklearnih
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stanica po uzorku s pomocu svjetlosnog mikroskopa
(povecanje x1000) (12).

Ucestalost ostecenja vlakana mikrotubula, aktina i
vimentina u V79-stanicama

Nakon faze adaptacije (koncentracija stanica u
hranjivom mediju 2,5x10° mL") stani¢ni su uzorci
bili rasporedeni u tri pokusne skupine. Prva se sku-
pina u triplikatu zra¢i u GTEM-komori, druga se kao
kontrolna skupina podvrgne sham-uvjetima, a treca
se kao pozitivno-kontrolna skupina za proucavanje
mikrotubula izlaze antimitotskom agensu kolhicinu
(Colchicine, Sigma Chemical, SAD). Pozitivnokon-
trolne stanice za oStecenje aktina izlazu se citohalazinu
(Cytohalasine, Sigma Chemical, SAD). Kolhicin se
veze na slobodne jedinice tubulina, a citohalazin na
slobodne jedinice aktina. Oba agensa sprjecavaju po-
limerizaciju i razaraju, prvi mikrotubule, a drugi aktin.
Nakon tretmana stanice se pripreme za dalju obradu
prema protokolu za posrednu imunofluorescenciju
makromolekularnih struktura citoskeleta (13). Treca
skupina proteinskih vlakana citoskeleta, intermedijar-
na vlakna, odnosno vimentin odredeni su metodom
posredne imunofluorescencije. Rasprsenost vlakana
vimentina u citoplazmi interfaznih stanica procije-
njena je mikroskopskom analizom u fluorescentnom
vidnom polju (poveéanje x1000).

Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada podataka provedena je s
pomocu racunalnog programa Statistica for Win-
dows 6.0 (StatSoft 2003, package ref. 6). Rezultati
su statisticki obradeni s pomocu neparametrijskog
Mann-Whitney U testa.

REZULTATI

Mikronukleusni test u krvi Stakora

Broj mikronukleusa (MN) na 1000 nezrelih
eritrocita naden za pojedinacnog Stakora izlozenog
RF zracenju bio je od 2,5 do 11,5 (medijan 6,5) te
u kontrolnoj skupini od 3,0 do 5,0 (medijan 4,3) os-
mog dana pokusa, §to je pokazalo statisticku razliku
na razini znacajnosti p<0,05. Treba primijetiti da je
nadena poviSena pojavnost mikronuklearnih stanica
za sve periode zraCenja, ali nalazi nisu bili statisticki
znacajni (tablica 1).

Mikronukleusni test u kulturi V79-stanica

Pojava MN u kultiviranim V79-stanicama
za najdulju izlozenost zracenju od 3 sata bila je
statisticki znacajno poviSena u odnosu na sham-
kontrolne uzorke (p<0,05) (tablica 2). Iako nije
nadena statisticki znacajna razlika mikronuklearnih
stanica u uzorcima koji su bili zraceni jedan i dva
sata, valja istaknuti da su i za te vremenske periode
nalazi ucéestalosti MN bili poviSeni u odnosu na
odgovarajuée sham-kontrolne uzorke. Ucestalost
pojave MN u ozra¢enim uzorcima bila je statisticki
znacajno niza u usporedbi s mikronuklearnim stani-
cama nadenim u pozitivnokontrolnim uzorcima za
sve vremenske periode izlozenosti (p<0,05).

Ostecenje mreze proteinskih viakana citoskeleta u
kulturi V79-stanica

V79-stanice su pokazale osjetljivost na RF
zracenje povezanu s integritetom mikrotubula i
aktina u odnosu na sham-kontrolnu i pozitivnokon-
trolne uzorke te u odnosu na vrijeme izlozenosti (ta-
blica 3). Pojavile su se nepravilnosti u morfoloskom
obliku stanica i strukturi mikrotubula. Ce§¢i nalaz
izduzenih membranskih citoplazmatskih izboc¢ina
i citoplazmatskih mjehurica, osobito u onih stanica
koje su bile dulje izlozene zracenju smatran je
fenotipskom promjenom uzrokovanom zrac¢enjem.
U kracem vremenu izlozenosti ve¢ina interfaznih
mikrotubula bila je normalno razvijena te se nije
bitno razlikovala od stanica koje su posluzile kao
sham-kontrolne (14). Ni raspored mikrotubularnih
vlakana nije se bitno razlikovao od onih nadenih u
odgovaraju¢im kontrolnim uzorcima. U stani¢nim
uzorcima izlozenim tri sata RF zracenju nadena je
znacajna razlika u pojavi promjena na mreZzi tubu-
linskih vlakana u usporedbi s kontrolnim uzorcima
(p<0,05). Ve¢ se u stanicama koje su bile zracene
dva sata naziru nepravilnosti u strukturi mreze
mikrotubula, a nakon trosatnog izlaganja stanica
zraCenju, struktura mreze mikrotubula postaje
krupnozrnata, $to govori u prilog znacajnom
naruSavanju stabilnosti organizacije mikrotubu-
larnih vlakana. Nakon trosatne izloZenosti zracenju
stanice su pokazale izrazite promjene u izgledu i
strukturi aktinskih vlakana (tablica 3). Bez obzira
na duljinu tretmana, vimentinska su vlakna zadrzala
fizioloski oblik i strukturu te se vimentinska mreza
zracenih stanica nije bitno razlikovala od sham-kon-
trolnih uzoraka (slika lai 1b).
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Tablica 1 Ucestalost pojave mikronukleusa (MN) u krvi kontrolne i zracene skupine Zivotinja). Stakori su podvrgnuti RF
zracenju fiekvencije 2450 MHz, prosjecne gustoce snage elektromagnetskog zracenja 7,5 mW c¢cm?(SAR

= 1,25 Whkg')

Broj MN / %o

Vrijeme Vrijeme od pocetka

Podskupina  izloZenosti pokusa do uzimanja Kontrolna skupina

Zracena skupina (n=40)

/h uzorka / dan (=24)
Medijan Raspon Medijan Raspon
1 4 2 4,5 2,5do 8,0 5,8 3,0do0 9,0
2 16 8 43 3,0do 5,0 6,5% 25do 11,5
3 30 15 5,5 4,0 do 8,0 5,5 4,0 do 8,0
4 60 30 53 3,0 do 8,0 43 3,0d0 9,5

Broj MN utvrden je analizom 1000 polikromatskih eritrocita (PKE) po Zivotinji. Tablica prikazuje vrijednosti utvrdene za
pojedinacne podskupine.
(* znacajna razlika: p<0,05)

Tablica 2 Ucestalost pojave mikronukleusa (MN) u V79-stanicama nakon 1 h, 2 h i 3 h RF zracenja (915 MHz, 10 V m™) u
sham-kontrolnim i pozitivnokontrolnim uzorcima (mitomicin C 0,5 ug mL™)

Broj MN / %o

.Vrljveme . Sham-kontrola RF zracenje Pozitivna kontrola
izloZenosti / h

Medijan Raspon Medijan Raspon Medijan Raspon
1 5,0 3,0 do 6,0 5,0 3,0do 7,0 8,0 5,0do 11,0
2 4,0 3,0 do 6,0 5,0 2,0do 7,0 9,0 5,0do 11,0
3 5,0 3,0 do 6,0 6,0* 4,0 do 8,0 10,0 8,0do 13,0

Broj MN utvrden je analizom 1000 binuklearnih stanica po uzorku.
(* znacajna razlika: p <0,05 u odnosu na sham-kontrolu)

Tablica 3 Ucestalost ostecenja viakana mikrotubula i aktina u V79-stanicama nakon 1 h, 2 h i 3 h izlaganja RF zracenju
(915 MHz, 10 V m™) te pripadajucim sham-kontrolnim i pozitivnokontrolnim uzorcima (mitomicin C 0,5 ug mL™)

Ugestalost ostecenja mikrotubula u V79-stanicama / % Ugestalost oStecenja aktina u V79-stanicama / %

Vrijeme

o Sham-kontrola RF zradenje Pozitivna kontrola Sham-kontrola RF zracenje Pozitivna kontrola
izloZenosti / h

Medijan  Raspon ~ Medijan  Raspon ~ Medijan  Raspon ~ Medijan  Raspon ~ Medijan Raspon ~ Medijan  Raspon

42 do 42 do 5,0do 5,0do 6,2 do 11,1 do
! 56 8,8 67 92 69 10,6 83 11,0 88 10,0 134 154

42do 58do 50do 6,0 do 5,0do 7,5do
2 68 92 72 92 82 11,0 86 11,0 86 104 135 16,0

3,8 do . 6,2 do 4,56 do 7,0 do . 8,0 do 15,0 do
3 60 8.4 72 92 78 10,1 % 11,0 4 11,6 70 18,0

Analizirano je 500 stanica po uzorku.
(* znacajna razlika: p <0,05 u odnosu na sham-kontrolu)
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(@)

(b)

Slika 1 Struktura mreze intermedijarnih vlakana vimentina V79-stanica u sham-kontrolnim uzorcima (a) i nakon tri

sata izlozenosti RF zracenju (b)

RASPRAVA

Mikronukleusni test omoguéuje procjenu klas-
togenog ili aneugenog u¢inka nekog ¢imbenika in
vivo 1 in vitro, a sluzi za brzo otkrivanje oSte¢enja
kromosoma ili mitotskog aparata u stanicama (15).
U prvoj fazi nasih istrazivanja nadeno je znacajno
povisenje broja mikronuklearnih polikromatskih
eritrocita u perifernoj krvi Stakora nakon osam
tretmana zraCenja po dva sata svaki. U Stakora i
ljudi ne dolazi do akumulacije mikronuklearnih
polikromatskih eritrocita u perifernoj krvi, nego
se one ucinkovito odstranjuju putem slezene (16).
Cini se da je prilagodbeni proces pokrenut veé na
samom pocetku zracenja te je tijekom osam dana
postigao zadovoljavajuéu razinu udinkovitosti.
Stoga na kraju pokusa nalaz stanica s o$te¢enjima
viSe nije bio znacajan. U prilog tomu govori i
podatak da je samo osmog dana naden znacajno
povisen broj mikronukleusa (tablica 1). Istrazivanja
su nastavljena izlaganjem trajne kulture stanica
kontroliranim uvjetima zracenja u istom RF po-
jasu elektromagnetskog spektra. In vitro studija je
pokazala znac¢ajno povisen nalaz stanica s mikro-
nukleusom ve¢ prema duljini izloZenosti (tablica 1),
kao i oste¢enje polarnih proteinskih vlakana mikro-
tubula i aktina (p<0,05). Primijenjeno zracenje nije
djelovalo na nepolarnu strukturu intermedijarnih
vlakana vimentina (slika 1a i 1b). U dosadasnjoj
literaturi nema nijednog opisa koji bi ukljucio inter-
medijarna vlakna kao ciljnu strukturu za djelovanje
RF zracenja. Uzimajuéi u obzir teoretske postavke
koherentnosti ili medusobne povezanosti endogenih

i egzogenih RF polja, dobiven je rezultat koji je
u skladu s prirodnim osobinama intermedijarnih
vlakana. Ta su izuzetno ¢vrsta vlakna rasprostran-
jena po citoplazmi zivotinjskih stanica zaduzena za
stani¢nu otpornost na mehanicki stres. Otpornost
na deformacije bez puknuca osigurana im je struk-
turnom organizacijom. Osnova gradevne strukture
intermedijarnog vlakna je monomer u obliku
dugacke proteinske jedinice. Po dva monomera se
medusobno omotaju ¢inec¢i novu strukturu odnosno
dimer. Spajanjem dvaju zrcalno okrenutih dimera
nastaje tetramer. Nastankom tetramera upravljaju
pozitivno i negativno nabijeni dimeri. Bududi da
u strukturi dimeri zauzmu antiparalelnu poziciju,
polarnost vlakna se gubi na razini tetramera.
Teoretski, intermedijarna vlakna kojima pripada
vimentin elektromagnetski su inertne strukture
u kojima nema unutarnjih elektrostatskih sila, a
time ni mogucnosti za ostvarivanje koherentnog
odnosa s dolaze¢im RF valovima (17). Koherentno
stanje u bioloskim sustavima znaci da oscilirajuce
elektricno polje male snage moze izazvati znacajne
netermalne bioloske promjene. Mehanizam je toCan
kad u bioloskom sustavu postoje komponente s
oStrim rezonantnim vibracijskim modovima u
frekvencijskom opsegu kakav se rabi u mobilnoj
telefoniji (18). Naime, stanica se sastoji od visokog
udjela vode, iona i minerala, Sto predstavlja snazan
vodi¢ energije, i dipolnih makromolekula, dijelova
tubularnih filamenata — skeletona, i mitohondrija uk-
lopljenih u citoplazmu. U medusobnom dinami¢nom
odnosu nabijeni sastavni dijelovi zdrave stanice titraju
sebi svojstvenim frekvencijama, stvarajuéi vlastito
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endogeno EM polje. Slijedom toga stanica i orga-
nizam u cijelosti se smatraju elektrobioloskim jedin-
kama (19). Ioni, elektroni i ostali pokretni nosaci
naboja u biostrukturi stvaraju elektromagnetsko
polje i odreduju joj frekvenciju. Stoga je fenomen
“fizikalne rezonancije” kao odgovor na dolazece
zraCenje moguc za te strukture. Pokorny i surad-
nici (20) su 1999. objavili postojanje diskretnih
polarnih vibracijskih modova u mikrotubulima.
Vibracijski modovi kreu se u megahercnome
frekvencijskom podrucju pa unutarstani¢no
oscilirajuée elektri¢no polje odgovara koheretnim
odnosom, tj. ciklickim titranjem dvaju valova u
odnosu na fazu, s vanjskim EM poljem. Potvrdeno
je da polimerne makromolekule i vlaknaste struk-
ture citoskeleta, filamenti tubulina i aktina (ali
ne i nepolarnog vimentina) kojima je svojstven
elektri¢ni dipolni moment zadovoljavaju uvjete za
poticanje vibracija i stvaraju interno oscilirajuce
elektricno polje odredenoga frekvencijskog
podrucja (21). Razumljivo je da ih utjecaj vanjskih
EM polja odgovarajucih frekvencija koherencijom
moze prigusiti ili pojacati i tako Stetiti prirodenoj
homeostatskoj ravnotezi organizma. Novonastale
sile, naime, uzrokuju promjene orijentacije i translacije
nabijenih molekula i utjecu na brzinu spiralizacije
makromolekularnih struktura u stanicama. U skladu
s Frohlichovom teorijom koherentnosti polja nasa
su istrazivanja potvrdila, kako u in vivo tako i u in
vitro pokusnim uvjetima, moguénost nepozeljnih
uc¢inaka radiofrekvencijskih polja na razini polarnih
proteinskih struktura u stanicama.
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Summary
ACTIVITY OF RADIOFREQUENCY RADIATION AT THE CELL LEVEL

The aim was to assess the biological effect of low-intensity, radiofrequency (RF) radiation on cell
macromolecular structures, DNA, and cytoskeleton fibres, including the microtubule, actin, and vimentin.
The study was performed both in vivo (animal model) and in vitro (cell culture).

The in vivo design included exposed rats (n=40) and unexposed controls (n=24). Both groups were
divided in four subgroups. The first exposed subgroup was irradiated with 2450 MHz RF waves and
an average power density of 7.5 mW cm? (SAR = 1.25 W kg™') for 4 h in total, the second for 16 h,
the third for 30 h, and the fourth for 60 h. Daily exposure in all groups was 2 h a day. The animals
were killed on exposure days 2, 8, 15, and 30.

The in vitro design included continuous cell culture of V79 cells exposed to a 915 MHz RF field and
10 V m™ electric field (SAR =0.2 W kg') for 1 h, 2 h, and 3 h.

We performed the micronucleus test on polychromatic erythrocytes in vivo and V79 cells in vitro. The test
showed significantly more polychromatic erythrocytes with micronuclei (MN) in rats irradiated for 16 h.
The in vitro study confirmed the significantly higher occurrence of micronucleated cells as well as damage
to polar microtubules and actin filaments, which correlated with the duration of radiation exposure. Our
in vivo and in vitro results confirm the possibility of undesired effects of man-made radiofrequency
fields at the cell level.

KEY WORDS: low-intensity irradiation, micronucleus test, RF band
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