Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet

Bioloski odsjek

Marin Manger

Uc¢inak zracenja frekvencije 900 MHz na
oksidacijski stres i aktivhost antioksidacijskih enzima
licinke medonosne pcele Apis mellifera Linné, 1758

Diplomski rad

Zagreb, 2016.



Ovaj rad je izraden u laboratorijima Botanickog zavoda Prirodoslovno - matemati¢kog fakulteta i Zavoda za
biologiju i patologiju riba i pCela Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod vodstvom izv. prof. dr. sc.

Mirte Tkalec i doc. dr. sc. Ivane Tlak Gajger radi stjecanja zvanja magistar eksperimentalne biologije.



TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
BioloSki odsjek Diplomski rad

UCINAK ZRACENJA FREKVENCIJE 900 MHZ NA OKSIDACIJSKI STRES |
AKTIVNOST ANTIOKSIDACIJSKIH ENZIMA LICINKE MEDONOSNE PCELE
APIS MELLIFERA LINNE, 1758

Marin Manger
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Posljednjih godina upotreba mobilne telefonije u sve je ve¢em porastu §to kao za posljedicu
ima povecanje neionizirajuc¢eg radiofrekvencijskog elektromagnetskog (EM) zralenja. Izlaganje
ovom zracenju, iako spada u neioniziraju¢a, moze imati Stetan u€inak na organizme uzrokujuci
oksidacijski stres. Smatra se da je povecanje radiofrekvencijskog zraenja u okoliSu jedan od
mogucih uzroka gubitaka pcelinjih zajednica, koje imaju nezamjenjivu ulogu kako u ekoloSkom
sustavu tako i u gospodarskim djelatnostima. Cilj ovog rada je bio procijeniti utjecaj ucinak
radiofrekvencijskog zracenja frekvencije 900 MHz na aktivnost antioksidacijskin enzima te stopu
lipidne peroksidacije u licinkama medonosne pcele. Izlaganje kontinuiranom EM polju jakosti 10
V/m dovelo je do smanjenje aktivnosti katalaze u licinkama pcele dok je izlaganje moduliranom EM
polju jakosti 23 V/m dovelo do porasta aktivnosti glutation S-transferaze i superoksid dismutaze. U
li¢inkama pcela izloZzenim kontinuiranom EM polju jakosti 10, 23, 41 i 120 V/m izmjerena je niza
stopa lipidne peroksidacije. U li€¢inkama pcela koje su izlozene EM polju jakosti 23 V/m i
modulacije 1 kHz unutar saca uocen je porast aktivnosti katalaze te smanjenje aktivnosti glutation
S-transferaze. UoCeni ucinci bili su netermalne prirode jer nije utvrdeno povecanje temperature
li¢inki uslijed izlaganja zraenju. lzlaganje moduliranom EM polju imalo je veéi uc€inak nego
izlaganje kontinuiranom polju. Unato€ primije¢enim promjenama u li¢inkama pcela, iz dobivenih
rezultati ne moze se jednoznacéno zakljuciti Steti li izlaganje radiofrekvencijskom zraéenju pcelama
te moze li biti znacajniji uzrok gubitka pcelinjih zajednica.

(48 stranica, 10 slika, 85 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u sredidnjoj bioloskoj knjiznici.

Klju€ne rijeci: neionizirajuce elektromagnetsko zracenje, oksaditivni stres, pcele
Mentorica 1: lzv. prof. dr. sc. Mirta Tkalec

Mentorica 2: Izv. prof. dr. sc. lvana Tlak Gajger

Ocjeniteljice: lzv. prof. dr. sc. Mirta Tkalec

Rad prihvacen:



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Graduation Thesis

THE EFFECT OF 900 MHZ RADIOFREQUENCY RADIATION ON OXIDATIVE STRESS
AND ANTIOXIDATIVE ENZYMES ACTIVITY IN LARVAE OF
APIS MELLIFERA LINNE, 1758

Marin Manger
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

In recent years the use of mobile telephony has been on the rise, which has resulted in an
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harmful to bees or can have a significant impact on honeybee colony losses.
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1. UVOD

Potreba za sve brzim prijenosom sve vece koli€ine informacija na velikim
udaljenostima rezultirala je razvojem beZi¢ne tehnologije bazirane na fizikalnim svojstvima
elektromagnetskog (EM) zracenja. Neupitne prednosti date tehnologije i njezin sve brzi
razvoj za rezultat imaju ogromnu radirenost elektroni¢ke opreme koja komunicira jedna s
drugom putem primanja i odaSilianja EM valova. Ovakvo stanje za posljedicu ima
mnogostruko povecanje razine EM zraCenja koje kudikamo prelazi razine zrafenja iz
prirodnih izvora, te se ono danas ubraja u onecis¢enje okoliSa kojeg nazivamo i
.elektromagnetskim smogom” (Hommel 1987). U novije vrijeme govorimo da se radi o EM
oneciscenju zbog sve veceg broja istrazivanja C€iji rezultati ukazuju da izlaganje
radiofrekvencijskom zra€enju, dijelu neionizirajuéeg EM zracenja, Steti bioloSkim
sustavima (Rddiger 2009; Panagopoulos i Margaritis 2010). lako mehanizam nastanka
negativnog ucinka na bioloSke sustave uslijed neionizirajuéeg EM zradenja nije u
potpunosti razjasnjen smatra se da vaznu ulogu ima oksidacijski stres (Liu i sur. 2013;
Tkalec i sur. 2013) i smanjena aktivnost antioksidacijskih enzima (Mailankot i sur. 2009;
Kesari i sur. 2010). Kako je EM zracenje iz antropogenih izvora prisutno u ¢itavoj nizoj
atmosferi, mnogi Zivi organizmi su konstantno izloZeni utjecaju tog zra¢enja. Jedan on njih
su i kukci iz porodice opnokrilaca od izrazite i ne zamjenjive vaznosti kako za ¢ovjeka, tako
i za Citave ekosustave - medonosna pcela (Apis mellifera Linné, 1758). Ukoliko se
negativni ucinci EM zraCenja pokaZzu istinitim, to mozZe imati nesagledive posljedice na
ekoloski sustav i razliCite gospodarske djelatnosti (Mayack i Naug 2009; Tlak Gajger
2010).

Posljednjih nekoliko desetaka godina opazeno je zabrinjavaju¢e ponasanje kod
velikog broja kolonija medonosnih pcela na pcelinjacima diljiem svijeta. Iz nepoznatih
razloga unato€ obilju prisutne hrane, uo€eni su nestanci cijelog broja starih péela dok u
koSnici ostaje samo matica s malim brojem mladih p&ela i leglom. Takva ko$nica tesko
prezivljava do sljedeée godine kod prezimljavanja. Ova pojava koja ovisno od godine
zahvacéa izmedu 20 do 60% kosSnica (vanEngelsdorp 2008), bila je poznata pod vise
razliCitih imena ovisno o godini kad je primije¢éen nestanak pcela te zemlji u kojoj je
opazena, no tek koncem 2006. godine svi simptomi bili su povezani i svrstani u isti
poremecaj koji je tada opisan pod imenom ,kolaps pcelinjih zajednica“ (CCD - colony
collapse disorder). Moguci razlozi kolapsa pcelinjih zajednica unato€ intenzivnim

istraZzivanjima jo$ uvijek nisu pronadeni. Kandidata ima mnogo, ukljuCuju pesticide i



antibiotike, monokulturni uzgoj, virusi, parazit Varroa, spore Nosemae, genetski
modificirana hrana te elektromagnetsko zraenje (Sammataro i Avitable 1998; Sharma i
Kumar 2010). Takoder razlog bi mogla biti i kombinacija ovih nekoliko faktora
(vanEngelsdorp i sur. 2008), no sve veci porast EM zracenja u okolini jedan je od
izglednijih faktora koji se trebaju detaljnije istraziti kao moguci uzrok gubitka pcelinih

zajednica.
1.1 Elektromagnetsko zra¢enje

Elektromagnetsko zraCenje je fizikalna pojava Sirenja elektricnih i magnetskih
valova, odnosno ultrasitnih Cestica zvanih fotoni. Fotoni su Cestice bez mase koje se
gibaju brzinom svjetlosti (300 000 000 m/s) i sadrze odredenu Kkoli€inu energije.
Elektromagnetsko zracenje dijeli se na dva dijela: neionizirajuce i ioniziraju¢e zracenje. EM
zraCenje velike energije, moze iz ljuske atoma izbaciti elektrone i time ionizirati atom ili
molekulu, te se zato se zove ioniziraju¢e zracenje. loniziraju¢e zraCenje obuhvaca
rendgenske (X-zrake), gama zrake i kozmiCko zraCenje. lonizirajuée EM zracenje
dokazano moze Stetno djelovati na ljudske stanice. EM zragenje manje energije obuhvaca
niskoenergetsko ultraljubi¢asto (UV) zracenje, vidljivu svjetlost, infracrveno (IR) zracenje,
radiofrekventna (RF) i mikrovalna (MW) polja, polja ekstremno niskih frekvencija
(extremely low frequency - ELF) kao i staticna elektricna i magnetska polja. Ona polja
nemaju dovoljnu jaginu da ioniziraju i zato se zovu neioniziraju¢e zracenje. Njihovo
djelovanje na organska tkiva, zbog slabe energije, potencijalno moze biti Stetno, ali manje
Stetno od ioniziraju¢eg zracenja (Ng 2003).

Sva Ziva bi¢a na Zemlji od svog postanka izloZzena su prirodnim izvorima EM
zraCenju koje dolazi od Zemljinog statickog geomagnetskog polja i Sunca te onom
nastalom tijekom olujnih vremenskih prilika. Kako se sav Zivot od svog pocetka razvijao u
takvim uvjetima tijekom evolucije sva Ziva bi¢a prilagodila su se na EM zraCenje u
odredenoj razini. Medutim, zadnjih stotinu godina, posebno posljednjih dvadeset sve vise
se govori o EM onecidcenju okolisa ili ,EM smogu” koji nastaje uvodenjem novih
elektri¢nih uredaja u kuéanstva, Sirenjem elektroenergetskih dalekovoda do najudaljenijih
podrucja, razvojem mreza radio i TV odasiljace, postavljanjem radara i radioodasiljaca, te
ubrzanim rastom broja mobilnih telefona koji povecavaju razinu EM zralenja i njegov
frekvencijski opseg (Hommel 1987). Takvi umjetni izvori EM zraenja koje je predstavio
Covjek daleko su jaCeg intenziteta nego prirodni izvori i upravo zbog toga predstavljaju
,Nzik* za populaciju. Odredeni broj ljudi prvenstveno iz profesionalnih razloga izloZzeni su



jakim elektricnim i magnetskim poljima, dok je s druge strane u razvijenim zemljama
gotovo cjelokupna opcéa populacija izloZzena niskim razinama EM zraenja u svom

okruzenju.
1.1.1 Radiofrekvencijsko zra¢enje

Radiofrekvencijsko (RF) zracenje dio je EM s frekvencijama u rasponu od 10 MHz
do 300 GHz. Ove frekvencije koriste se za rad razli¢itih uredaja i sustava kao $to su
mobilni telefoni i njihove bazne stanice, radarski sustavi, osobni identifikacijski sustavi,
mikrovalni uredaji (pecnice) i medicinska oprema itd. Mikrovalovi su samo dio RF zraCenja
izmedu od 300 MHz do 300 Hz (Juutilainen i Lang 1997).

Zbog sve vece povezanosti te veceg i brzeg prijenosa informacija veéi je zahtjev za
razvojem i koriStenjem bezZiCne tehnologije. Bezi¢ni ili radio prijenos prenoSenje je
informacije s jednog mjesta na drugo putem EM vala koji putuje kroz prostor. Ova
tehnologija zapocela je svoj razvoj 30-ih i 40-ih godina 20. stoljeCa zapoceo je razvoj
bezZicne tehnologije nakon $to je ustanovljeno da radiovalovi visokih frekvencija mogu
znacajno unaprijediti radijske komunikacije zbog koridtenja malih antena koje vrlo dobro
usmjeravaju valove i na velikim udaljenostima, pa ih je stoga znatno lakSe kontrolirati nego

duge valove.

Prema mjerenjima danas na svijetu ima viSe mobitela nego $to je ljudi na Zemlji
(https://gsmaintelligence.com). ,Mobitel“ je naziv za analognu mrezu radiomobilnih
komunikacija standarda NMT (Nordic Mobile Telephony) 450 s pomaknutim frekvencijskim
podruc¢jem (411,675-415,850 / 421,675-425,850) MHz.

Prva generacija analognih mobilnih telefona koristila je frekvencije od 150 do 450
MHz sa snagom od 15 W i tehniku kontinuiranog prijenosa gdje se EM val prenosio
kontinuirano u vremenu i srednja snaga je odgovarala vrsnoj snazi (Chevillot i sur. 2000).
Druga generacija digitalnin mobilnih telefona koristi frekvencije od 900 i 1800 MHz
(European Global System for Mobile communication — GSM) s maksimalnom snagom 2
W, odnosno 1 W i brzinom od 9,6 kbit/s. Prilikom rada ovih uredaja koristi se
diskontinuirani prijenos kod kojeg se digitalizirana informacija prenosi u ,paketima“ u
specifiénim vremenskim intervalima $to povecava kapacitet prijenosa na nacin da se osam
razgovora moze prenositi na istoj frekvenciji istovremeno. Kod GSM mobilnih telefona
osnovni je radioval moduliran na 217 Hz u amplitudi, tj. 217 Hz iznosi signal mobitela pri

razgovoru kada se u svakoj sekundi signal modulira 217 puta. Modulacija je tehnika kojom



se na val nositelj superponira informacija u svrhu prijenosa s jednog mjesta na drugo, pa
se tako radiovalovi mogu modulirati po amplitudi, fazi ili frekvenciji. Na udaljenosti od 20
cm mobilni GSM uredaj stvara elektri€no polje jakosti ~ 40 V/m, a GSM uredaj koji koristi
frekvenciju 1800 MHz stvara polje jakosti ~ 30 V/m. Osim GSM uredaja elektricno polje
jakosti od ~ 10 V/m stvara bazna postaja na udaljenosti od 2 m, a s povecanjem
udaljenosti eksponencijalno opada i jakost tog polja. 1z navedenog mozemo zakljuciti da je
izlaganje elektricnom polju u blizini mobilnog uredaja jaCe i privremeno, dok je izlaganje
elektricnom polju u blizini baznih postaja manje i kontinuirano (Chevillot i sur. 2000). Tre¢a
generacija mobilnih uredaja (3G) koristi frekvencije oko 1900 MHz s brzinom pristupa do 2
Mbit/s, snagom snizenom na 125 mW i modulacijom na 100 Hz ili 1600 Hz, pa je ovom
tehnikom omogucen prijenos jos vece koli¢ine podataka potrebne za mobilnu multimediju i
internet usluge. 2009. godine poceo je razvoj tehnologija koje su optimizirane za prijenos
podataka velikim brzinama (oko 10 puta brze nego 3G). Uredaji ove generacije koriste
frekventni raspon kao 3G uredaji i raspon od priblizno 2500-2700 MHz (NCERT-PUBDOC-
2010-06-303).

1.1.2 Bioloski ucinci elektromagnetskog zracenja u radiofrekvencijskom
podrucju

Ucinak EM polja na zZive organizme ovisi prvenstveno o frekvenciji EM zracenja.
loniziraju¢e zraCenje visih frekvencija i malih valnih duljina ima dovoljno energije za
kidanje kemijskih veza (oko 12 eV) i ioniziranje atoma, odnosno molekula dovodi do
oStecenja bioloskih makromolekula (proteini, DNA, lipidi). Suprotno tome, neionizirajuce
zraCenje ima nize frekvencije i ve¢e valne duljine, ali nema dovoljnu koli¢inu energije za

kidanje kemijskih veza i stvaranje iona (Verschaeve i Maes 1998).

Da bi EM polje imalo bioloske u€inke mora do¢i do neke biofiziCke interakcije, ali
prije toga zraCenje prvo mora prodrijeti u stanicu ili tkivo. Ukoliko elektricno i magnetsko
polje djeluju odvojeno, govorimo o bliskom polju sa iznimno niskim frekvencijama (oko 50
Hz), elektricno polje se uglavhom zanemaruje zbog slabog prodora u tkivo za razliku od
magnetskog polja koje u bioloSka tkiva prodire puno lakse, pa je time i opasnije. Oba polja
u organizmu mogu inducirati elektricnu struju, polarizirati vezane naboje i reorijentirati
postoje¢e dipolne molekule. UCinci koje ¢e polja imati na organizam ovise 0 njegovoj
elektri¢noj vodljivosti i permitivnosti (ICNIRP 1998). U RF podrucju elektricno i magnetsko
polie djeluju zajedno i ulaze u tkiva ovisno o njihovim specificnim dielektri€nim

karakteristikama, a dubina ulaska se smanjuje s poviSenjem frekvencije (Juutilainen i Lang



1997). Prolaskom kroz tkivo RF zracenje pobuduje rotaciju molekula, jer one osciliraju s
elektri€nim poljem. Polarne molekule kao §to je na primjer voda najucinkovitije interferiraju
sa RF zraenjem. U interakciji molekule gube rotacijsku energiju sudaranjem s drugim
molekulama $to povecava kaoti¢no gibanje i dovodi do porasta temperature. Upravo na
tom principu rade mikrovalne peénice kod zagrijavanja hrane. Kod zivih bi¢a izloZzenih RF
zraCenju frekvencija izmedu 10 MHz do 300 GHz zagrijavanje predstavlja najocitiji u€inak,
jer porast od samo 1-2 °C moze imati zna€ajne ucinke na razli¢ite molekule a samim time i
procese i zivotne funkcije organizma (Ahlbom i sur. 2004). Zagrijavanje moze dovesti do
promjena u imunoloSkom sustavu, hematoloSkih promjena, promjena u sadrzaju vode i
elektrolita te u funkciji stani¢nih membrana. Niz dugotrajnih epidemioloskih studija koje su
provodene mahom na ljudima koji su profesionalno izloZeni razli¢itom zracenju u blizini
radara, vojnih instalacija, odasiljaca baznih postaja i sl. utvrdila sa da postoji moguéa veza
izmedu nekih vrsta malignih oboljenja (mozga, plu¢a, dojki, testisa te o€nog melanoma i
leukemije) i izlaganju RF zragenju. No druge studije dovele su do opre¢nih rezultata, a
vrste zraenja i doze bile su vrlo razliCite pa je teSko izvesti konadan zaklju¢ak uzrokuje li
izlaganje RF zracenju pojavu malignih oboljenja (Verschaeve i Maes 1998; Alhbom i sur.
2004). Neka istrazivanja ukazuju na pojavu negativnih u€inaka i kod nizih razina RF
zraCenja te u kontroliranim temperaturnim uvjetima pa se u zadnje vrileme postavlja
pitanje jesu li mogudi i tzv. netermalni u€inci kod vrlo niskih razina EM polja koja ne mogu
uzrokovati znacajnije zagrijavanje tkiva i organa. Tako je u miSevima izlozenim EM polju
nize jakosti na 2,45 GHz uocena promjena u duzini DNA mikrosatelita u stanicama mozga
i testisa (Sarkar i sur. 1994), dok su u Stakorima nadeni dvolancani lomovi DNA (Lai i Sing
1995; Lai i Sing 1996). Istrazivanje Velizarova i sur. (1999) pokazuje da RF zracenje
utje€e na proliferaciju stanica ne samo u izotermalnim uvjetima kod 37 °C nego ¢ak i kad
je temperatura niza. Takvi “netermalni” u€inci ¢esto su nadeni kad je koriSteno modulirano
EM polje, jer u usporedbi s izlaganjem EM polju bez modulacije, polje modulirano nizim
frekvencijama ali iste jakosti ima veée bioloSke ucinke §to se povezuje s ucincima polja
vrlo niskih frekvencija (ICNIRP 1996). Do sada ostaje nerijeSeno pitanje koji je tocan
mehanizam netermalnih u€inaka RF zraenja. Novija istrazivanja pokazuju da vaznu ulogu
ima oksidacijski stres (Liu i sur. 2013; Tkalec i sur. 2013) i smanjena aktivnost
antioksidacijskin enzima (Yurekli lhsam i sur. 2006). lako su rezultati istraZivanja Cesto
nedosljedni, Medunarodna agencija za istrazivanje raka (International Agency for
Research on Cancer - IARC) je klasificirala RF zracenje u grupu 2B kao mogudi
kancerogeni ¢imbenik za ljude (WHO 2014).



1.1.3 Uredaji za izlaganje radiofrekvencijskom zracenju

U istrazivanjima uCinka EM zraCenja uvjeti izlaganja i dozimetrija predstavljaju
najveci problem jer je interakcija RF polja s organizmima kompleksna funkcija mnogih
parametara kao $to su prodor EM polja u organizam koiji ovisi o karakteristikama samog
polja, elekirokemijske karakteristike (permitivnost) i geometrija organizma. O svemu
navedenom ovisi koja koli¢ina energije zraCenja ¢e se apsorbirati i do kakve Ce interakcije
do¢i. Doza zra€enja kojoj je tkivo izloZzeno izrazava se pomocu specifiCne stope apsorpcije
(SAR) koja daje procjenu energije apsorbirane u organizmu u jedinici vremena i u masi
(W/kg). Ponekad je vrlo teSko izmijeriti i izracunati vrijednost SAR-a jer ovisi o gustodi i
elektri¢noj provodljivosti medija koje se mijenjaju unutar razli¢itih tkiva (Verschaeve i Maes
1998). Ovisno o vrsti tkiva u organizmu i vrijednost SAR-a moze biti vrlo razlicita.
Mjerenjem povecanja temperature tijekom zraenja nacina je na koji se moze procijeniti
vrijednost SAR-a. Upravo zbog toga je potrebno provoditi istrazivanja uz strogu kontrolu i
neprekidno mjerenje temperature okoline i samog test-organizma tijekom izlaganja EM

zraceniju.

Za istrazivanje uc€inaka EM zragenja potrebno je koristiti sustave u kojima se moze
posti¢i to¢no definirano EM polje, jer prodiranje i Sirenje EM zragenja u tkiva i njegova
apsorpcija ovise o karakteristikama samog EM polja kao §to su frekvencija, intenzitet,
polarizacija i tip vala. Uredaj koji nam to omogucéuje naziva se transverzalna
elektromagnetska (TEM) prijenosna komora ili Crawfordova celija. TEM moze bez vanjskih
smetnji simulirati to¢no definirano EM polje unutar svoje strukture i na taj nacin predstavlja
nadomjestak za sustave na otvorenom. Val koji putuje kroz komoru ima valnu impedanciju
jednaku impedanciji slobodnog prostora (377 Q). Komore imaju Sirokopojasni frekvencijski
odziv od 0 Hz (direct current - DC) do grani¢ne frekvencije komore §to omogucéava
istrazivanje s kontinuiranim valom (continous wave — CW) kao i impulsnom i moduliranom
pobudom (Malari¢ 2000).

Novija GTEM komora razvila se zbog pojave viSih modova koji ometaju jednoliko
EM polje prilikom koriStenja viSih frekvencija u TEM komori. Upotreba GTEM komore
omogucuje istrazivanja s proSirenim frekvencijskim opsegom do 18 GHz, a upravo zbog
toga GHz objasnjava slovo G ispred TEM u nazivu komore. GTEM komora je izvedenica
TEM komore uz dodatak piramidalnog dijela s apsorberima koji poboljSavaju jednolikost
polja izmedu srediSnjeg vodi¢a — septuma i gornjih te donjih zidova (Malari¢ 2000).



1.2 Oksidacijski stres

Oksidacijski stres je biokemijsko stanje koje je definirano kao disbalans izmedu
koncentracije slobodnih kisikovih radikala (ROS - reactive oxygen species) i
antioksidacijske obrane organizma. UcCinci oksidacijskog stresa na organizam su
mnogobrojni, pa tako moze dovesti do osteéivanja proteina, lipida i DNA $to doprinosi
patofizioloSkim procesima kao §to su karcinogeneza, mutageneza i ubrzano starenje

organizma.

lako su procesi u zivim organizmima neprekidno u stanju svrhovite neravnoteze, u
danasnjem post-industrijskom drustvu osim metaboli¢kih aktivnosti unutar organizma
oksidacijski stres uzrokuju i raznovrsni vanjski agensi. Kada opseg tih utjecaja vise ne
dozvoljava organizmu da mu pruza otpor svojim unutarnjim mehanizmima on ulazi u

patolosko stanje.

Vanjski agensi za koje se smatra da najviSe doprinose prekomjernom
oksidacijskom stresu su: ionizirajuce i neionizirajue zracenje, zagadenje zraka, vode i tla
ispusnim plinovima dobivenima izgaranjem fosilnih goriva, teSkim metalima i organskim
spojevima kemijske i farmaceutske industrije (Evan i sur. 2004; Dizdaroglu 2012),

emocionalni stres, konzumacija alkohola, cigaretni dim.
1.2.1 Reaktivni kisikovi spojevi i radikali

U normalnim uvjetima vecina reaktivnih spojeva kisika nastaje redukcijom
molekularnog kisika u reakcijama koje kataliziraju enzimi vezani za disni lanac. viSak
energije prenosi se na molekule kisika te nastaju kratko Zivuéi oblici aktiviranog kisika, tj.
reaktivni kisikovi spojevi i radikali. Ti spojevi nastaju uglavnom u mitohondrijima gdje su u
malim koli€¢inama stalni produkti metabolizma, dok se u uvjetima stresa njihovo stvaranje
povecava. Najznacajniji elektron akceptor u biosferi je molekularni kisik, koji je sposoban
primiti nesparene elektrone kako bi postao slobodni kisikov radikal (ROS) koji je jako
Stetan za stanicu. Superoksidni radikal (Oz2™), hidroksilni radikal (*OH), vodikov peroksid
(H202), alkoksilni radikal (<LO) i peroksil radikal (LOQ) su dobro poznate vrste koje mogu
pokrenuti i propagirati lanac reakcije slobodnih radikala (Riley 1994). Medu ostale ROS s
¢ijim smo mehanizmima dobro upoznati ubrajamo: singletni kisik (102), hidroperoksilni
radikal (HOQ), alkilhiroperoksid (LOOH), hipokloritni ion (CIO), peroksinitrit (ONOO-),
peroksinitritna kiselina (ONOOH) i du$ikov oksid (NO). Kada antioksidacijski sustav
popusti ili nastane suviSak reaktivnih kisikovih derivata dolazi do oksidacijskog stresa. Pri



poviSenim koncentracijama kisikovi radikali djeluju negativno na stanicu jer inaktiviraju

enzime te oSte¢uju DNA i vazne stani¢ne komponente kao $to su lipidne membrane.

Redukcijom molekularnog kisika formira se superoksidni anion (O2). Prvi korak u
redukciji kisika pri stvaranju superoksidnog radikala je endotermna reakcija dok su
sliedece reakcije egzotermnog karaktera. Superoksidni radikali djeluju kao oksidansi
(oksidiraju His, Met i Trp, askorbinsku kiselinu te NADPH ) ili reducensi (reduciraju
citokrom c i metalne ione) te uzrokuju peroksidaciju lipida i razgradnju stani¢ne membrane.
Protonacijom superoksidnog radikala pri niskim pH vrijednostima stvaraju se
hidroksiperoksidni radikali. Vodikov peroksid (H202) nije slobodni radikal jer su mu svi
elektroni spareni te sluzi kao supstrat peroksidazama u oksidacijskim reakcijama prilikom
sinteza kompleksnih organskih molekula. Vodikov peroksid u prisutnosti Zeljeznih i
bakrenih iona dovesti do nastanka hidroksilnog radikala (OH)(Fenton-ova reakcija).
Hidroksilni radikali su vrlo reaktivni radikali koji brzo reagiraju s organskim molekulama te
uzrokuju peroksidaciju lipida, razgradniju proteina i oste¢enja molekule DNK (Perl-Treves i
Perl 2002). lako endogeni ROS nastaju prilikom normalnog stani¢hog metabolizma oni u
pravilu nisu dio patogenog procesa (Cooke i sur. 2003), no ukoliko antioksidacijski
mehanizmi uklanjanja ROS kao $to je superoksid dismutaza, katalaza, itd. zakazu
oksidacijski mehanizmi imaju potencijalnu ulogu u inicijaciji i promociji kancerogeneze i

oksidacije proteina te igraju vaznu ulogu u ostecenju ostalih biomolekula.

1.2.2 Antioksidacijski sustav i antioksidacijski enzimi

Stanice u obrani protiv oksidacijskog stresa koriste nekoliko antioksidacijskih
enzima koji imaju funkciju smanjivanja fluktuacija koncentracije ROS u organizmu, no
prekomjerno stvaranje ROS &esto premasuje antioksidacijski kapacitet obrane stanice sto
dovodi do stanja oksidacijskog stresa. Antioksidansi mogu djelovati na nekoliko nacina:
primarni antioksidansi onemogucuju stvaranje novih slobodnih radikala u organizmu;
sekundarni antioksidansi uniStavaju u organizmu stvorene radikale (engl. scavengers —
“Cistaci”), dok tercijarni antioksidansi popravljaju osteé¢enja u stanici nastala djelovanjem
radikala. Otpornost domacéina na negativni ucinak oksidacijskog stresa uvelike ovisi 0
sposobnosti stanica odupiranja stresu, te popravku i zamijene ostecenih molekule ili
stanice. Kao odgovor na stresne uvjete organizmi su evolucijom razvili brojne odgovore
koji se aktiviraju u slu¢aju oksidacijskog napada. Neki od tih puteva fokusirani su ka
preZivljavanju stanica, dok se drugi ¢eS¢e povezuju sa stani€nom smréu (Martindale i
Holbrook 2002).



Za kontrolu razine reaktivnih oblika kisika i zastitu stanica u stresnim uvjetima
animalna i biljna tkiva sadrze enzime za njihovo uklanjanje kao $to su superoksid
dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i peroksidaze te enzime koji su potrebni za regeneraciju
aktivnih oblika antioksidansa koji sudjeluju u obnavljanju supstrata za obrambene reakcije
kao Sto su glutation reduktaza, monodehidro- i dehidroaskorbat reduktaza u Halliwell-
Asada ciklusu (Nikolenko 2011). Malondialdehid (MDA) i mijeloperoksidaza (MPQO) su
takoder markeri oksidacijskog stresa koji su ukljuéeni u patogenezu nekoliko bolesti
(Toscano i sur. 2005; Dasdag i sur. 2012).

Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) se smatra prvom linijom obrane protiv kisikovih
radikala (Arora i sur. 2002). Mehanizam SODa je u obrani protiv ROS koji katalizira
dismutaciju tj. disproporcioniranje dva superoksidna radikala u vodikov peroksid
(redukcija) i molekularni kisik (oksidacija), iza kojeg slijedi pretvorba H202 u Oz djelovajem
katalaze (McCord i Fridovich 1969). Postoje tri podvrste SOD enzima koje su visoko
kompartmenizirani; MnSOD koji se nalzi u mitohondrijima, CuZnSOD u citoplazmi i jezgri
te ECSODO kojeg nalazimo izvanstani¢no u nekim tkivima. Kod eukariota CuZnSOD
sacinjava 90% svog SODa u stanicama.

Katalaza

Katalaza (CAT) je enzim koji uspje$no katalizira dismutaciju toksi¢nog vodikovog
peroksida u vodu i molekularni kisik. U Zivotinjskim stanicama, peroksisomalna i citosolna
katalaza je glavni enzim za detoksikaciju vodikovog peroksida. Svi oblici katalaze su
tetramerni enzimi koji sadrze hem skupinu s prosje€nom molekulskom masom 220 000 D.
Uglavnom su smjestene u peroksisomima i glikoksisomima i srodnim organelima u kojima
se nalaze enzimi koji proizvode vodikov peroksid, npr. glikolat oksidaze u peroksisomima i
acilCoA oksidaze koje sudjeluju u B-oksidaciji masnih kiselina u glioksisomima. Zanimljivo
svojstvo katalaze je znacajna osjetljivost na svjetlost ali i u€inak nekih drugih okoliSnih
¢imbenika kao $to su niska temperatura, solni stres ili temperaturni Sok koji djeluju

inhibitorno na sintezu ovoga enzima (Hertwig 1992).

Peroksidaze

Peroksidaze (oksidoreduktaze vodikovog peroksida) su S8iroko rasprostranjeni
enzimi prisutni u Zivotinja, biljaka, gljiva i prokariotskih organizama. Ti enzimi kataliziraju
oksidaciju stani¢nih komponenti (npr. fenolnih spojeva, askorbinske kiseline, glutationa i
dr.) koristec¢i vodikov peroksid ili organski hidroperoksid kao supstrat. Reakcije katalizirane
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peroksidazama uklanjaju suviSak vodikovog peroksida iz stanice jer se peroksid reducira
do vode. Aktivhost peroksidaze locirana je uglavnom u subcelularnim organelima,
peroksisomima. Peroksidaze se dijele u dvije skupine s obzirom na supstratnu specificnost
(Asada 1992). U prvoj skupini su nespecificne peroksidaze (POD) koje koriste vodikov
peroksid za razliCite oksidacijske procese u stanici i €ija je karakteristika slaba supstratna
specificnost. Zbog slabe supstratne specificnosti kao donor elektrona mogu posluziti
pirogalol, gvajakol (GPOD), siringaldazin i drugi fenolni spojevi. Drugoj skupini pripadaju
askorbat peroksidaza (APOD) i glutation peroksidaza (GPX), a njihova glavna funkcija je
uklanjanje suviska H20:2 te lipidnih peroksida kako ne bi nastali jako reaktivni radikali koji

oksidiraju sve stani¢ne komponente i na taj nacin uzrokuju oste¢enja stanice.

Glutation S-transferaza

Glutation S-transferaze su nadporodica multifunkcionalnih izoenzima ukljuenih u
staniénu detoksifikaciju raznovrsnih fizioloskih i ksenobiotskih tvari (Sheehan i sur. 2001).
GST potiCe konjugaciju tiolne skupine s reduciranog glutationa (GSH) na ROS i ostale
toksi¢ne Cestice koje imaju elektrofilan centar. Putem tog mehanizma, mogu eliminirati
toksiéne tvari iz stanice pretvaraju¢i ih u spojeve koji su lakSe topljivi u vodi te
usmjeravajuéi ih na GSH specificne transportere (Hinton 2006). Ovaj enzim ima osobitu
vaznost kod beskraljeznjaka koji imaju manje peroksidaza od kraljeznjaka (Pardini 1995).

1.2.3 Uloga radiofrekvencijskog zra€enja u nastanku oksidacijskog stresa

RF zraCenju emitiranom iz izvora bezZi¢ne tehnologije kao $to su radio i televizijske
stanice, Wi-Fi (wireless fidelity), radari te prvenstveno mobilni telefoni i prate¢e bazne

stanice podloZni su svi ili gotovo svi organizmi na svijetu (Fragopoulou i sur. 2012).

Jedan od glavnih mehanizama bioloSke opasnosti neionizirajuéeg zracenja
najvjerovatnije lezi u oksidacijskom stresu koji se poglavito ocitava u povecéanoj
koncentraciji slobodnih kisikovih radikala.

In vivo studije

Prema broju provedenih istrazivanja, broj in vivo studija daleko premasuje broj
provedenih in vitro studija. In vivo studije provodene su izlaganjem RF zraCenju razli€itih
jakosti, frekvencija, vrijednosti stopa apsorpcije, SAR te nacinu i duljini izlaganja. lako
rezultati tih istraZzivanja ne dovode jednoglasno do istog znacenja vecina je pokazala

pozitivnu korelaciju izmedu izlaganja RF zra€enja i porasta indikatora oksidacijskog stresa.

10



Sedam od osam dosadasnjih istrazivanja koja su provedena na ucincima RF
zraCenja jacine 1800 MHz pokazala su povecanje oksidacijskog stresa i promjene na DNA
(Koyu i sur. 2005; Guler i sur. 2010; Tomruk i sur. 2010; Avci i sur. 2012; Liu i sur. 2013;
Bilgici i sur. 2013), dok su rezultati jednog istrazivanja bili kontradiktorni (Bodera i sur.
2013). Dva su istrazivanja proucavala ucinak RF zracenja frekvencija 900, 1800 i 2450
MHz na Stakorima. Eser i sur. (2013) utvrdili su da RF zracenje vodi do oksidacijskog
stresa, aktivacije sustava inflamatornih citokina i strukturnih promjena (ukljuujuci gubitak
podrucja i razvitak tumora) u frontalnom korteksu, mozdanom deblu i cerebelumu Stakora.
Drugo je takvo istrazivanje potvrdilo da RF zragenje emitirano iz bezi¢nih uredaja moze
uzrokovati oksidacijski stres u bubrezima i testisima Stakora (Ozorak i sur. 2013).
Mailankot i sur. (2009) primijetili su povecéanje lipidne peroksidacije i smanjenje GSH u
testisu i epididimisu a Gurler i sur. (2014) i Kesari i sur. (2010) pri frekvenciji od 2450 MHz
povecanje oksidacije proteina i aktivnost katalaze te pad aktivnosti glutation peroksidaze i
superoksid dismutaze u plazma stanicama $takora te oSte¢enje DNA u plazma stanicama i

stanicama mozga.

Dogan i sur. (2011) medutim pokazuju da uporaba kratkoro¢nih 3G mobilnih
telefona s frekvencijom od 2100 MHz ne mijenja razinu oksidacijskog stresa u mozgu
Stakora. Do sli¢nih rezultata doSli su i njihovi kolege koji su ustvrdili da u frontalnom
korteksu i hipokampusu Stakora nakon izlaganja zracenju od 800 do 1800 MHz nema
nikakvih promjena u lipidnoj i proteinskoj oksidaciji (Ferreira i sur. 2006).

In vitro studije

Campisi i sur. (2010) istrazivali su akutni ucinak izloZzenosti zratenja od 900 MHz u
trajanju od 5, 10 i 20 minuta na kulturu kortikalnih astroglija stanica Stakora i ukazali na
vaznost amplitudne modulacije te uocili povecanu razinu ROS i fragmentacije DNA pri 20
minutnom izlaganju zraCenju. Osim toga utvrdili su da do ovog efekta dolazi
hiperstimulacijom glutamatnih receptora koji igraju kljuénu ulogu kod akutnog i kroni¢nog
oStecenja mozga. De Luliis i sur. (2009) prouc¢avali su in vitro utjecaj 1800 MHz zragenja
na povecanje ROS i oStecenje DNA izlaZzuéi ljudske spermije zraenju sa SAR-om od 0.4
W/kg do 27.5 W/kg, te su otkrili da zraCenje smanjuje pokretljivost i vitalnost spermija te
povisuje stvaranje mitohondrijskih ROS-ova i fragmentiranje DNA ovisno o povecanju
SAR-a. Luukkonen i sur. (2009) proucavali su kemijski izazvanu proizvodnju ROS i
oStecenje DNA na ljudskim SH-SY5Y stanicama neuroblastoma izlozenim 872 MHz
zraCenju s 5 W/kg SAR-a i dosli do zakljuCka da postoji moguénost da RF zraCenje

pojacava kemijski induciranu ROS proizvodnju i samim time sekundarna oste¢enja DNA.
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Isto tako proucavali su kombiniran utjecaj RF zragenja istih frekvencija i Zeljeznog klorida
na DNA i stvaranje ROS u istim stanicama ali nisu nasli nikakav negativan utjecaj

o$tecenja stanica niti smanjenje stani¢ne vitalnosti.

lako je porast ROS nakon izlaganja RF zradenju viSe puta potvrden na stanicama u
kulturi (Zmyslony i sur. 2004; Yao i sur. 2008; Del Vecchio i sur. 2009; Verschaeve i sur.
2010; Kahya i sur. 2014) znatan je broj istrazivanja koja su dala oprecne rezultate.
Primjerice, Kang i sur. (2013) proucavali su kombinirani efekt 837 MHz i 1950 MHz na
ROS u neuronskim stanicama i opazili da niti u kombinaciji sa menadionom ili H202, niti
zasebno RF zracenje ne utjeCu na koncentraciju intracelularnog ROS. Nadalje, Ni i sur.
(2013) su potvrdili oksidacijski stres u HLE B3 stanicama izlozenih zragenju 1.8 GHz
slabog intenziteta i da je poveéanje ROS vjerojatno povezano sa smanjenom ekspresijom
Cetiri gena antioksidacijskin enzima. Naposljetku Simon i sur. (2013) istrazivali su akutni
uéinak 900 MHz RFZ (2 mW g') na ljudske melanocite i keratinocite te zakljucili da RF
zraCenje ne inducira primjetljiv staniéni stres, nego samo suptilne prolazne promjene
epidermalne diferencijacije koje ako se ponavljaju mogu smanjiti sposobnost koze za
obranu od vanjskih faktora.
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1.3 Testni organizam

Apis mellifera Linné, 1758
Koljeno: Arthropoda
Potkoljeno: Hexapoda
Rared: Insecta

Red: Hymenoptera
Podred: Apocrita
Porodica: Apidae

Slika 1. Testni organizam Apis mellifera Linné, 1758

Porodica p&ela Apidae u koje ubrajamo medonosnu p&elu Apis mellifera pripada u
red opnokrilaca i podred Apocrita (utegnutozaCani opnokrilci) (slika 1). Broj vrsta pcela
kre¢e se oko 25 000 koje nalazimo na svim kontinentima u najrazlicitijim ekoloSkim
uvjetima pa prema tome imamo niz razli¢itih fenotipova veli¢ine od 0.5 do 3 cm, i boja

(zelene, crne, crno zute itd.) te nacina ponasanja, od eusocijalnih do solitarnih pcela.
1.3.1 Grada pcela

Ono §to je svim vrstama pcela zajednicko je da im se na tijelu razlikuju tri odsjecka
(tagme): glava (caput), prsa (thorax) i zadak (abdomen). Tijelo im se sastoji od 20 koluti¢a
rasporedenih tako da se na glavi nalazi akron i pet kolutica, na prsima tri koluti¢a
(prothorax, mesothorax i metathorax), te 11 kolutica na zatku (Habdija i sur. 2004). Na
povrSini, tijelo péele je zasticeno videslojnom hitinskom kutikulom. Ona ne oblaze tijelo
poput cjelovitog oklopa, ve¢ se na svakom koluticu nalaze hitinske plocCice: dvije postrane
(pleurae), jedna ledna (tergit) i jedna trbusSna (sternif). One su medusobno povezane
tankom elasticnom hitinskom kutikulom, tzv. artikularnom membranom. Na povrSini
hitinske kutikule nalaze se dlacice. Prave dlacice (macrotrichia) proizvodi su trihogenih
stanica epiderme, a neprave dlacice (microtrichia) su izrasline razli¢itog oblika na povrsini
kutikule. Na glavi se nalazi jedan par ticala, jednostavne i sloZzene o¢i, klipeus, labrum
(gornja usna) i tri para ¢lankovitih usnih organa specijaliziranih za lizanje: gornje Celjusti
(mandibulae), donje Celjusti (maxillae) i donja usna (labium). Akron i prva dva koluti¢a €ine
procephalon, a ostali koluti¢i glave gnathocephalon (Habdija i sur. 2004). Prsa su
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pokretacka tagma kod kukaca, a sastoje se od prednjeg, srednjeg i straznjeg koluti¢a. Na
svakom prsnom koluti¢u nalazi se jedan par €lankovitih uniramnih nogu specijaliziranih za
hodanje. Svaka noga sastoji se od Sest ¢lanaka (kuk, nozni prstenak, bedro, gnjat, stopalo
i predstopalo). Izmedu bedra i gnjata noga je presavijena, to je koljeno (genus). U stopalu
se nalazi pet Clanaka, a prvi ¢lanak (metatarsus) je veci od ostalih. Na predstopalu se
nalaze pandzice (ungues) i jastuCi¢ za prijanjanje (arolium). Na unutradnjoj strani
metatarsusa prvog para nogu je udubljenje koje pokriva trnoviti nastavak na vrhu gnjata. U
udubljenju su trnoviti nastavci rasporedeni u obliku ¢eSljica. To je uredaj za CiScenje ticala
(tibio-tarzalni aparat). Drugi par nogu je bez cesljica. Tre¢i par nogu ima vaznu ulogu u
sakupljanju peluda. Na unutrasnjoj strani metatarsusa su brojne dlacice sloZzene u redove
tako da tvore ,Cetkicu“. Na gnjatu s vanjske strane je koritasto udubljenje na dcijim
stranicama su poredane vecée dlacice. One su savinute vrhovima prema unutra tako da
oblikuju ,koSaricu“ u koju pcela skuplja pelud. Na donjoj strani gnjata nalaze se kratke,
jake dlacice koje tvore CeS$alj, a na gornjoj strani metatarsusa je proSirenje (nasuprot
Sedlju) koje nazivamo $koljka. Skoljka i &e$alj imaju bitnu ulogu u prijenosu polena s
Cetkice jedne noge u koSaricu suprotne noge. S gornje strane srednjeg i straznjeg prsnog
kolutica nalazi se po jedan par krila za letenje, pri ¢emu je drugi par krila znatno maniji.
Krila su strukturalna udvostru€enja epiderme koju s donje i gornje vanjske strane pokriva
kutikula. Zbog polozaja krila na mezotoraksu i metatoraksu oni se jo§ nazivaju i
pterothoraxom (Habdija i sur. 2004). U zatku se nalazi 11 koluti¢a i telzon. Na prvih 7
koluti¢a zatka kukci nemaju nikakvih privjesaka. Oko spolnog otvora na osmom koluticu
nalaze se tjelesni privijesci osmog i devetog koluti¢a koji su preobrazeni u organe za
parenje. Na kraju zatka leglica im je modificirana u Zalac koji je na krajevima nazubljen.
Unutarnji organi nalaze se u tjelesnoj Supljini koja je po podrijetlu hemocel, a naziva se jo$
i miksocel (Habdija i sur. 2004).

Kod pcelinjih matica oplodnja se odvija unutar jajovoda. Pri tome iz oplodenih jaja
se razvijaju Zzenke, matica kao jedina spolno zrela Zenka i sterilne radilice. 1z neoplodenih
jaja razviju se trutovi. Matica, radilice i trutovi ¢ine p&elinju zajednicu. Li¢inka buduce pcele
radilice za pet dana poveca svoju teZinu za oko tisuéu puta, dok lic¢inka buduée matice
poveca svoju tezinu za dvije tisuée puta. Li€inke p&ela prolaze jos i postembrionalni razvoj
koji uklju€uje i stadij kukuljice, lat. pupa (holometabolni razvoj) kako bi postali potpuno
razvijeni kukci. Za vrijeme stadija li€inke i kukuljice dolazi do povremenog presvlacenja
kutikule, dok se odrasle pcele ne presvliate. Rast je vezan za razdoblja izmedu dvaju

presvlatenja. Kod svakog presviaenja stara se kutikula odvoji i epiderma izlu€uje novu
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kutikulu. Proces presvlatenja odvija se kroz nekoliko stadija. LiCinke su bez krila i
periodicki se nekoliko puta presvlace. Jedino potpuno zrela jedinka ima funkcionalna krila i
vise se ne presvladi, a spolnu zrelost doZivljavaju samo matica i trutovi dok se iz jaja laznih
matica — radilica mogu razviti samo trutovi. Li€inke i odrasle pcele u prirodi zauzimaju
posebne ekoloske niSe, Sto znadi da koriste razli¢ite izvore hrane i sklonita te na taj nacin

izbjegavaju kompeticiju (Habdija i sur. 2004).
1.3.2 Socijalni polimorfizam pcela u kosnici

Svaki ¢lan pcelinje zajednice ima odredene zadatke koje obavlja to€no odredenim
redoslijedom tako da uz napor svake jedinke cijela zadruga prezivljava i uspjesno se
reproducira. Pri tome razlikujemo zadatke kuc¢nih pcela koje obavljaju prva tri tiedna Zivota
i zadatke izvan ko$nice (strazarice, skupljaCice). Svaka zadruga pcela sastoji se od
radilica, matice i trutova. Iz neoplodenih jaja razvijaju se trutovi, dok oplodena jaja postaju
ili radilice ili matice, Sto ovisi 0 nacinu prehrane li€inke. Zajednica obi¢no ima jednu maticu,
50 000 do 80 000 radilica na svom vrhuncu razvoja te nekoliko stotina trutova u kasno
proljece i ljeto. PCela bez zajednice u prirodi je osudena na smrt. Drustvenu strukturu
zajednice odrzavaju svi ¢lanovi, a ovisi 0 uc€inkovitosti sustava komuniciranja (Habdija i
sur. 2004). Komunikacija putem feromona i komunikacija ,plesom“ odgovorni su za
regulaciju aktivnosti potrebnih za opstanak zajednice. Kvaliteta opstojnosti zajednice ovisi
o polaganju jaja i proizvodnji feromona matice. Njezina genetska osnova, uz onu trutova s
kojima se pari, utvrduje kvalitetu, jainu i temperament zajednice. Podjela rada medu
radilicama prvenstveno ovisi o dobi pcela, ali se moze mijenjati ovisno o potrebama
zajednice. RazmnoZavanje zajednice — rojenje je osim okoliSnim ¢imbenicima odredeno i

genetskim osobitostima matice.

U zajednici postoji samo jedna matica, osim tijekom priprema za rojenje ili pri
nestanku matice. Ona je jedina spolno razvijena zenka i njezina primarna funkcija jest
razmnozavanje. Maticu je lako razlikovati od drugih ¢lanova zajednice: njezino tijelo je
dulje nego tijela radilica i trutova, a tijekom razdoblja polaganja jaja zadak joj je izduZzen.
Krila pokrivaju samo oko dvije tr¢ine zatka, dok krila kod radilica i trutova dopiru skoro do
kraja zatka kad su sklopljena. Prsa matice neznatno su vec¢a od prsa kod radilica, kod nje
ne nalazimo peludne ko$arice na bedru, a voskovne Zlijezde su zakrZljale. Svake godine
zajednice se roje, pri tome stara matica s dijelom radilica (rojem) napusta zajednicu i
odlazi uspostaviti novu na novom mjestu ili stanistu. Roj se obi¢no objesi na neku obliznju

granu i tu bude oko 24 sata nakon ¢ega pcelar mora pokupiti istu i smjestiti ju u zeljenu
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koSnicu, ako to ne ucini roj odleti na skrovito mjesto i uspostavi zajednicu. Nova matica
nakon izlaska iz mati¢njaka izlijeCe na svadbeni let, te se nakon parenja vraca u koSnicu

gdje pocinje polagati jaja.

Radilice su najmanje pcele u kosnici, ali ih ima najviSe. Hrane se peludom i medom
na pasi i za vrijeme leta uglavnom koriste med kao izvor ugljikohidrata, tj. energije. Pelud
je hrana koja je izvor bjelancevina i nuzna je posebice za proizvodnju mati¢ne mlijeci koja
je hrana za leglo i mladim p&elama. Od tri do pet dana starosti kao kuéne pc&ele Ciste sace
i ostale dijelove ko$nice. U dobi od pet do osam dana postaju hraniteljice i hrane starije
licnike mjeSavinom meda, peludi i vode. Osmog dana razviju im se mlije¢ne Zlijezde koje
lu€e mlije€ potrebnu za prehranu mladih li¢inaka i matice. Nakon 12. dana voskovne
Zlijezde luCe vosak i radilice su graditeljice koje izgraduju sace, uz pomo¢ mandibula
oblikuju gvalice koje s posebnim pokretima prednjeg para nogu utiskuju na vec izgradene
dijelove. U starosti od 18 do 21 dan pcele radilice izlaze na procelja koSnice i pomalo
izlije¢u upoznajuéi okolinu te istodobno obavljaju¢i funkciju strazarica brane zajednicu od
neprijatelja. Do 20. dana zivota otrovna Zlijezda stvara i izluCuje pcelinji otrov koji se
skuplja u mjehuricu iste zlijezde, a koristi ga ovisno o potrebi tijekom daljnjeg zivota. Kad
pcele upoznaju okolinu, poéinju izlaziti na pasu. S cvijeta skupljaju pelud Cetkicama na
unutrasnjoj strani gnjata i pohranjuju ga u ko$aricu s vanjske strane bedra u kojoj ga
prenose do ko$nice, stoga se nazivaju pcele skupljacice. SkupljaCice ovisno o radnoj
aktivnosti mogu Zivjeti od 21 do 45 dana, obi¢no oko tri tjedna, a ugibaju od iznemoglosti u
prirodi. Krajem ljeta i u ranu jesen zajednica si uzgoji tzv. zimsku generaciju pcela koje
Zive nekoliko mjeseci, a u prolje¢e nastavljaju s obavljanjem funkcije s kojom su usle u

zimovanije.

Trutovi su najvece pc&ele u zajednici. Uglavnhom su prisutni samo u kasno proljece i
lieto. Oni nemaju Zalac, peludne koSarice ni voskovne Zlijezde. Njihova je glavna funkcija
oploditi maticu tijekom parenja. Samo mali postotak trutova ostvari ovu funkciju. Trutovi
postaju spolno zreli oko 12 dana nakon izlaska iz sa¢a i uginu odmah nakon parenja.
Osim parenja oni obavljaju i druge zadatke poput grijanja legla ili prozracivanja ko$nice.
Trutovi jedu tri puta viSe hrane od radilica pa u jesen, kada prestaje stalan unos meda,

radilice obi¢no istjeraju trutove iz ko$nice.

Pcele Zive u koSnici, na sacu koje je izgradeno od voska, odnosno dvostrukog reda
Sesterostranih stanica sa zajedni¢kim dnom. U prirodi sace mogu izgraditi na skrovitom

mjestu. Sacée je pravilno, jer gradnja Sesterostranih stanica od kojih je jedna stanica
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okruzena sa Sest stanica s te i tri s druge strane omoguéava maksimalnu ¢évrstoéu uz
minimalnu koli€inu utroSenog materijala (Habdija i sur. 2004). Plodiste je dio saca gdje
matica polaze oplodena jaja. Oblik i veli€ina stanice saéa utje€e na tzv. teoriju pritiska. Kod
radilackih stanica otvor je manjeg promjera, pa pri polaganju jaja dolazi do pritiska na
sjemenu vrecicu iz koje budu u jajovod matice istisnuti spermiji i svako jaje se pri polasku
kroz isti oplodi, a kod 8irih trutovskih stanica saca taj pritisak izostaje pa matica poloZi
neoplodeno jaje (Habdija i sur. 2004). Mati¢njak je stanica sa¢a u kojoj se razvija matica.
Radilice ga grade na poseban nacin pa je postavljen okomito na saée i uobicajeno na
rubnim dijelovima okvira. Hraniteljice mladu maticu hrane isklju¢ivo mati€nom mlijeci, pa
se zato kod nje u potpunosti razviju spolni organi. Mati€na mlije€ je izlu€evina
hipofaringealnih i mandibularnih Zlijezda, a proizvode je mlade pc€ele hraniteljice stare 8 do
12 dana kao hranu za li¢inke. Njome hrane u prva 3 dana Zivota mlade liinke iz kojih ¢e
se razviti pCele radilice i trutovi, a kasnije oni dobivaju samo mjeSavinu peluda, meda i

vode.

Zivotni ciklus pé&ela podinje u prvim izletnim danima koji su moguéi ovisno o
vremenskim uvjetima, tj. tijekom toplih zimskih dana. Tada se pcelinje zimsko klupko
raspusta i pcele izlaze na procisni let. Procisni izlet se odvija u blizini ko$nica i tada pcele,
osim baleganja, zadovoljavaju i svoju potrebu za vodom. Krajem zime pcele pocinju s
¢iS¢enjem Citave koSnice, izbacuju uginule pcele te Ciste sace. Poclinju i sakupljati pelud
koji je osnovni izvor bjelan¢evina u prehrani mladih pc€ela i legla te bez njega nema pravog
proljetnog razvoja zajednice. Pojava prvog legla u rano proljeée donosi i prvu krizu u
koSnici — ,krizu opstanka“. Do toga dolazi jer stare zimske pcele ugibaju, a nove ljetne
pCele ne izlaze iz sa¢a u broju dovoljnom da ih nadomjeste pa zajednica prividno slabi.
Kod jakih zajednica s mnogo zimskih p¢ela ova kriza moze proéi i neopazeno, dok slabije
koje nisu pravilno uzimljene, imaju premale zalihe hrane ili su invadirane nametnikom
Varroa destructor mogu propasti. Krajem svibnja ili pocetkom lipnja u ko$nici se javlja i
druga kriza — ,kriza obilja“. Do toga dolazi jer matica prelazi godisnji vrhunac polaganja
jaja i smanjuje broj istih, dok istodobno broj mladih péela koje izlaze iz saéa i dalje raste
(Habdija i sur. 2004).

1.3.3 Antioksidacijski enzimi u pcela

Antioksidacijski enzimi superoksid dismutaza, peroksidaze i katalaza pronadeni su
kod kukaca, kao i glutation S-transferaza (Felton i Summers 1995). Kod insekata nalazimo

tri skupine enzima koje djeluju kao peroksidaze: tioredoksin peroksidaze (TPX) (Radyuk i
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sur. 2001), fosfolipid-hidroperoksid GPX s aktivnoSéu tioredoksin peroksidaze (GTPX)
(Missirlis i sur. 2003), i selen neovisnu glutation S-transferazu (GST). Vjerojatno zbog
svoje antioksidacijske moc¢i, GST ima vaznu ulogu u otpornosti insekata na insekticide i
patogene (Giordano i sur. 2007).

Kod pcela njihova je prisutnost potvrdena u postmitohondrijskim dijelovima tkivnog
2002). Aktivnost CAT je najveca u sjemenu (4.8 mU/ug), i enzim je ograni¢en na same
spermatozoide, zatim u ventrikulima te naposljetku u ostalim tkivima i hemolimfi (Weirich
2002). Matice imaju viSu razinu CAT aktivnosti u ventrikulima od radilica, a sparene matice
imaju viSu razinu CAT aktivnosti u spermateci od nesparenih matica (Weirich 2002).

Razina SOD kod pcela ne varira ovisno o tkivima koliko CAT i GST, te je njena

razina dva put veca u plazmi sjemena nego u spermatozoidima (Weirich 2002).
1.3.4 Nestanak pcela ili tzv. kolaps p¢€elinjih zajednica

Medonosnu pcéelu moze se smatrati glavnim insektom u ulozi opraSivanja
ekonomskih i ekolo$kih zna€ajnih biljaka diliem svijeta. Procjene ukazuju da pcele samo u
SAD-u godis$nje pridonesu zaradi ve¢oj od 20 milijardi dolara kolektivne vrijednosti na viSe
od 90 usjeva svake godine (Calderone 2012). 2012. godine nije bilo dovoljno pcela za
opraSivanije te je doslo do kratkoro€nog gubitka prihoda za proizvodace usjeva u iznosu od
18.1 milijun dolara (Bond i sur. 2014). Unato€ svom ekonomskom i ekoloSkom znacenju
zdravstveno i brojéano stanje pc€ela u naglom je padu u proteklih tridesetak godina.
Parazitska grinja Varroa destructor, invazivna vrsta iz Azije koja se proSirila na pcelinje
zajednice diljiem svijeta 80-ih godina proS$log stolje¢a odgovorna je za velik dio tih gubitaka
(Rinderer 2010). Ostali faktori koji su vjerojatno odgovorni za ovakvo stanje pcelinjih
zajednica uklju€uju gubitak hranjivih biljnih resursa, bakterijske i virusne bolesti pcela,
drugi nametnici poput novootkrivenog Stetnika etinioze (Aethina tumida), izloZzenost
pesticidima, moguci genetski faktori te izlozenost radiofrekvencijskom zraenju (National
Research Council 2007). U listopadu 2006. neki p&elari u SAD-u izvijestili su o gubitku 30-
90% pcelinjih zajednica u svojim koSnicama. lako gubitci p€elinjih zajednica nisu nikakva
novost, pogotovo nakon prezimljavanja, ovako visoki gubitci bili su neobi¢no visoki.
Karakteristicho za ove dogadaje bio je neobjasnjivi nestanak vecine ili potpuni izostanak
starijin pela unutar kosSnice, ali bez vidljivih uginulih p&ela, uz prisutnost matice i legla

nakon cega slijedi neizbjeZzna propast (kolaps) zahvaéene pcelinje zajednice. Ovaj
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dogadaj dobio je ime kolaps pc&elinjih zajednica (eng. colony collapse disorder - CCD) te je
opazen u vise od 22 drzave SAD-a te u mnogim Europskim drzavama kao $to su Belgija,
Francuska, Nizozemska, Gréka, ltalija, Portugal, Spanjolska, Svicarska i Njemadka.
Takoder, u proSlosti su bile utvrdivane pojave gubitka pcelinjih zajednica pa su neke od
njih nazvane: ,dissapearing disease” (bolest nestajanja), ,spring dwindle“ (proljetno
propadanje), ,May disease” (svibanjska bolest), ,autumn collapse” (jesensko propadanje) i
Jall dwindle disease“ (bolest jesenjeg nestajanja). Ova pojava velikih gubitaka u
pcelarstvu nazvana je sindromom jer nikada nije pronaden to¢an uzrok nestanka pcelinjih
zajednica (Tlak-Gajger 2010).

Opc¢a suglasnost znanstvene zajednice je da CCD nije uzrokovan jednim
jedinstvenim faktorom, vec je najvjerojatnije rezultat interakcije visestrukih ¢imbenika
uklju€ujuéi stetnike - grinju Varroa destructor, uzro€nike bolesti nozemoze - Nosema
ceranae i Nosema apis, prehrambene nedostatke radi nedostatka koli€ine i/ili raznolikosti,
izloZzenost toksi¢nim i subletalnim koli€¢inama pesticida, genetski faktori (vanEngelsdorp i
sur. 2007; vanEngelsdorp i sur. 2009; Pettis i sur. 2012) kao i RF zraenje (Kumar 2013).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada je bio procijeniti utjecaj ucinka
radoifrekvencijskog zracenja frekvencije 900 MHz, koje se koristi u mobilnoj telefoniji, na
aktivnost antioksidacijskih enzima te stopu lipidne peroksidacije u li¢inkama medonosne
pCele Apis mellifera. Takoder cilj je bio utvrditi zastitni u€inak sa¢a na li€inke prilikom
izlaganja elektromagnetskom polju. Primijenjeno je kontinuirano elektri¢no polje jakosti 10,
23, 41 i 120 V/m. Osim kontinuiranog polja, pri jakosti 23 V/m istrazen je i ucinak

moduliranog EM polja, amplitudne modulacije 1 kHz 80% i 217 Hz.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Izlaganije li€¢inki elektromagnetskom zrac¢enju

U ovom istrazivanju kao testni organizam koristene su li¢inke medonosne pcele
Apis mellifera L. u dobi od pet do Sest dana i priblizno iste teZine (oko 30 g). Li€inke
rasporedene u Sest skupina izlozene su kontinuiranom EM polju frekvencije 900 MHz i
razliCite jakosti: 10, 23, 41 i 120 V/m kao i moduliranom polju jakosti 23 V/m i amplitudne
modulacije 1 kHz 80%, odnosno amplitudne modulacije 217 Hz. Kontrolna skupina li€inki
prosla je isti postupak kao i ostalih 6 skupina samo §to nije izlagana EM zracenju. Za
svaku skupinu Cetiri jedinke su izvadene iz saéa i rasporedene u plastiCne Petrijeve
zdjelice s filtar papirom natopljenim destiliranom vodom radi odrzavanja vlaznosti. Li¢inke
su izlagane dva sata EM zraCenju u transverzalnoj elektromagnetskoj komori u GHz
podru¢ju (GTEM, eng. Gigahertz transverseelectromagnetic cell) s generatorom signala
HP 8657A i linearnim pojacalom (RFGA0101-05) na Zavodu za radiokomunikacije i
visokofrekvencijsku elektroniku Fakulteta elektrotehnike i racunarstva Sveudilista u
Zagrebu. Kako bi li¢inke iz svake skupine bile izlozene jednakim uvjetima EM zracenja u
komori, Petrijeve zdjelice su stavljane na isti polozaj i na istu udaljenost od septuma (slika
2A). Za najvecu jakost EM polja (120 V/m) Petrijeve zdjelice su stavljene iznad septuma
(slika 2B).

A B
petrijevke
septum | dielektrik |
petrijevke seplum
dielektriéan
materijal

Slika 2. Polozaj Petrijevih zdjelica (9 x 1,5 cm) u GTEM komori: ispod septuma za izlaganje nizim

vrijednostima jakosti polja (A), iznad septuma za izlaganje jakosti polja od 120 V/m (B).

Da bi utvrdili ima li sa¢e zastitni u€inak, u zasebnom su pokusu zraéenju izlagane
li¢inke u sacu pa je tako jedna kontrolna skupina li¢inki u sa¢u bila u GTEM komori bez
EM polja dok su druge dvije skupina li¢inki u sac¢u bile podvrgnute moduliranom polju
frekvencije 217 Hz i 1 kHz 80% pri jakosti 23 V/m.
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3.2. Priprema uzoraka

IzloZene li¢inke prenio sam u prenosivom kontejneru s konstantnom temperaturom
u Laboratorij za fiziologiju bilja na Prirodoslovno-matematickom fakultetu gdje sam ih
homogenizirao. Prije stavljanja u homogenizator uzorke sam prebacio u plasti¢ne epruvete
za centrifugiranje sa okruglim dnom , dodao 200 uL kalij fosfatnog (KP) pufera (pH 7.1).
Uzorke sam homogenizirao u homogenizatoru (Tissue-Lyser II,QIAGEN) na 30 Hz 15
sekundi. Zavr§etkom homogenizacije u svaku epruvetu sam dodao jo§ 1 mL KP pufera.
Zatim su slijedila dva ciklusa centrifugiranja, prvi pri 10 000 x g, 20 minuta na 4 °C nakon
C¢ega sam uzorke prebacio u nove epruvete te sam ih ponovno centrifugirao (laboratorisjka
centrifuga, Sigma 3-18 KH) na 25 000 x g, 30 minuta na 4 °C. Dobiveni supernatant
koristio sam za odredivanje koncentracije proteina u uzorku, mjerenje aktivnosti enzima

katalaze, superoksid dismutaze i glutation S-transferaze te stopu lipidne peroksidacije.

3.3. Odredivanje koncentracije proteina u uzorku

Za mjerenje koncentracije proteina u uzorcima koristio sam Bradford otopinu -
reagens Ciji je osnovni sastojak boja Comassie Brilliant Blue G-250 (Bradford 1976). U 1
ml Bradford otopine (25 mg boje otopljeno je u 12,5 ml 95% etanola i 25 ml 85% fosforne
kiseline te nadopunjeno s vodom do 250 ml) dodao sam 50 pl uzorka te pomijeSao.
Uzorke sam premijestio u kivete te sam nakon 10-ak minuta pomocu spektrofotometra
(Specord 40, Analytic Jena) izmjerio apsorbanciju na 595 nm. Za dobivanje koncentracije
proteina koristio sam Lamberbert-Beerov zakon koji govori da je apsorbancija otopine
proporcionalna koncentraciji te otopine, molarnom ekstincijskom koeficijentu te dujlini puta
svijetlosti. Umjesto molarnog ekstinkcijskog koeficijenta za izraun sam Koristio
standardnu bazdarnu krivulju temeljenu na mjerenju apsorbancija niza razrjedenja otopine
albumina iz govedeg seruma (BSA, eng. bovine serum albumine). Koncentracije proteina

izrazio sam u mg/ml.
3.4 Mjerenje aktivnosti enzima katalaze

Da bih izmjerio aktivnost enzima katalaze koji razgraduje vodikov peroksid, u
svakom uzorku trebalo je izmjeriti pad koncentracije vodikovog peroksida (H202) a mjerio
sam ga uz pomoc¢ spektrofotometra (Aebi 1984). Koncentraciju H202 sam izmjerio tako da
sam najprije napravio reakcijsku smjesu koja se sastojala od 100 ml 50 mM KP pufera pH
vrijednosti 7, s dodatkom 102 pl 30%-tnog H202. Zatim sam u kvarcne kivete stavio 975 pl
tog pufera i 25 ul uzorka, promijeSao te mjerio promjenu apsorbancije na 240 nm 10 puta
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u razmaku od 10 sekundi. Aktivnost katalaze izraCunao sam kao pmol razgradenog
vodikovog peroksida po minuti po mg proteina prema formuli:

CAT = (dA x 6 x d) / (€ x V)

CAT - aktivnosti katalaze (umol razgradenog vodikovog peroksida po minuti po mg
proteina )

dA - promjena apsorbancije u 10 sekundi po mi

6 - faktor za preraCunavanje po minuti

€ - ekstinkcijski koeficijent vodikovog peroksida: 40 mM-' cm!

d — faktor razrjedenja uzorka (Vreakcijske smjese/Vuzorka)

y - koncentracija proteina (mg/ml)

3.5. Mjerenje aktivnosti enzima glutation S-transferaze

Glutation S-transferaza mjeri se u reakcijskoj smjesi koja se sastoji od 100 mM KP
pufera pH 6.5, 2 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) i 2.5 mM reduciranog glutationa
(GSH) prema metodi Wilce i Parker (1994). Nakon §to sam napravio 100 ml 100 mM KP
pufera pH vrijednosti 6.5, u destiliranoj vodi sam otopio 122,8 mg GSH te stavio na led.
Zatim sam u plasti¢noj epruveti odvagao 40 mg CDNB i otopio ga u 2 ml 96% -tnog
alkohola etanola. Otapanje je iSlo sporo te sam ga pospjeSio uz pomo¢ vortex
mjesalice.Ukupan volumen otopljenog CDNB sam dodao u pufer ¢ime je doslo do
neenzimatske reakcije sa GSH. Za mjerenje aktivnosti GST-a u uzorcima, pomijeSao sam
u kvarcnoj kiveti 915 pl KP pufera sa CDNB-om, 25 ul GSH i 50 ul uzorka. Zatim sam
spektrofotometrom mjerio promjenu apsorbancije na 340 nm svakih 15 sekundi 10 puta po
uzorku. Aktivnost GST izraunao sam kao promjenu koncentracije produkta nastalog
konjugacijom CDNB-a sa glutationom po minuti po mg proteina prema formuli:

GST = (dA x4 xd) /(€ x y)

A - aktivnosti katalaze (umol razgradenog vodikovog peroksida po minuti po mg proteina )
dA - promjena apsorbancije u 10 sekundi po ml

4 - faktor za preracunavanje po minuti

€ - ekstinkcijski koeficijent konjugiranog produkta: 9,6 mM-' cm!

d — faktor razrjedenja uzorka (Vreakcijske smjese/Vuzorka)

y - koncentracija proteina (mg/ml)
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3.6. Mjerenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze

Za mijerenje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) koristio sam metodu koju su u
svom radu opisali MsCord i Fridovich (1969). U ovoj metodi za dobivanje superoksidnog
radikala koriSten je sustav ksantin/ksantin oksidaza (XOD). Nastali superoksidni radikal
reducira oksidirani citokrom C, a brzina redukcije moze se pratiti spektrofotometrijski na
550 nm. SOD inhibira redukciju citokroma c jer kompetira za superoksidni radikal i
razgaduje ga. Stoga se aktivnost SOD odreduje mjereci sposobnost enzima da smaniji
odnosno inhibira redukciju citokroma C. Aktivnost se izrazava u jedinicama (units) gdje je
jedna jedinica (1 unit) ona koli¢ina enzima koja inhibira brzinu redukcije citokroma c za
50% u sustavu ksantin/ksantin oksidaza pri pH vrijednosti 7,8.

Za reakcijsku smjesu pripremio sam 100 ml 50 mM KP pufera pH vrijednosti 7.8, na
nac¢in da sam pomije$ao 4.54 ml 1 M K2HPO4, 0.46 ml 1 M KH2PO4 i 1 ml 10 mM
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) te nadopunio do 100 ml destiliranom H20. Nakon
toga sam odvagao 16.4mg praskastog ksantina i otopio ga u 9 ml destilirane H20 uz
dodavanje kap po kap 1M KOH. Ukupno sam dodao Sest kapi uz konstantno mijeSanje na
magnetskoj mijesalici te na kraju nadopunio destiliranom vodom do 10 ml. Takoder sam
odvagao 14.6 mg citokroma C te ga otopio u 1ml H20. Zatim sam u KP pufer dodao 5 ml
pripremljene otopine ksantina i 1 ml otopljenog citokroma C. XOD sam razrijedio tako da
sam 17.5 pl XOD-a (25 U) otopio u 3.4825 ml H20 i dobio 0.05 U/ml. XOD je termolabilan
pa sam ga drzao na ledu i zadnjeg ga stavljao u plasti¢nu kivetu prije samog stavljanja u
spektrofotometar. Promjena apsorbancije neinhibirane kontrole u odnosu na slijepu probu
trebala bi biti 0.025+/-0.005 u minuti pa sam volumen XOD-a pode$avao dok nisam dobio
tu vrijednost (oko 10 pl XOD).

Prilikom mjerenja prvo sam izmjerio apsorbanciju slijepe probe (reakcijska smjesa i
ekstrakcijski pufer) bez izvora superoksidnog radikala i bez SOD-a te maksimalnu
apsorbanciju neinhibirane kontrole (reakcijska smjesa, ekstrakcijski pufer i XOD) u kojoj
nema SOD-a koji bi razgradio superoksidni radikal pa dolazi do maksimalne redukcije
citokroma C i pojave maksimalnog obojenja. Zatim sam mjerio apsorbanciju uzoraka i
razrjedenja standarda (reakcijska smjesa, ekstrakcijski pufer, XOD i uzorak/standard).
Apsorbanciju sam mjerio na 550 nm svakih 30 sekundi 6-7 puta. Za izradu bazdarne
krivulje sam kao standard koristio SOD enzim (10 U/ul) s kojim sam napravio razrjedenja:
0.001, 0.005, 0.01, 0.025, 0.05, 0.1 U/ul.
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Nakon mijerenja izraCunao sam za svaki uzorak aktivnost po minuti (dA), a zatim
sam dobivene rezultate linearizirao tako da sam vrijednost aktivnosti maksimuma
(neinhibirana kontrola) podijelio s onom dobivenom za uzorke odnosno standarde.
Pomocu standarda SOD-a napravio sam bazdarnu krivulju iz koje sam izracunao aktivnost
SOD-a za svaki uzorak i izrazio kao unit po mg proteina (U/mg) prema formuli:

SOD = (LR-1)/a x 1000/y

LR — linearizirana vrijednost (dAmaksimuma/dAuzorka)
a — nagib pravca

1000 - prerac¢unavanje U/ul u U/ml

Y - koncentracija proteina u mg/ml

3.7. Mjerenje stope lipidne peroksidacije

Mjerenje sam odredivao prema stvaranju malondialdehida (MDA), nusprodukta
lipidne peroksidacije koji reagira sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA, eng. 2-tiobarbituric
acid) (Legeay i sur., 2005). Najprije sam napravio 20%-tnu trikloroctenu kiselinu (TCA,
eng. trichloroacetic acid) tako da sam odvagao 10 g TCA, stavio u staklenu ¢asu te dolio
40 ml dH20, a nakon §to su se svi kristali TCA otopili nadopunio sam s dH20 do 50 ml
ukupnog volumena. Od tih 50 ml 20%-tne TCA prelio sam 45 ml u drugu ¢asu te dodao
0.6 g TBA i na taj nacin dobio 1.5% TBA. TBA je te$ko topiva pa sam ubrzao otapanje uz
pomo¢ magnetske mijeSalice i zagrijavanja. Preostalih 5 ml 20 % TCA iskoristio sam u
sljedec¢im koracima. Iz svake epruvete sa uzorkom sam odpipetirao 300 pl uzorka u novu
epruvetu i dodao 200 pl 5% TCA. Cim sam pomije$ao supernatant i TCA doslo je do
zamucenja, tj. do koagulacije proteina. Radi toga sam dobivenu smjesu centrifugirao na 10
000 g, 15 minuta, na 4 °C. Zatim sam odlio 400 pl supernatanta u staklene epruvete i
dodao 400 pl 1.5% TBA te sam sve uzorke zajedno sa slijepom probom stavio u susionik
na 95 °C. Nakon 30 minuta izvadio sam uzorke, ohladio ih u ledenoj kupelji te mjerio
apsorbanciju spektrofotometrom na valnoj duljini od 532 nm. Takoder sam mjerio
apsorbanciju na 600 nm zbog nespecificne zamuéenosti i tu sam vrijednost oduzimao od
one izmjerene na 532 nm. Da bi se obuhvatile interferencije ugljikohidrata u uzorcima
bogatim Secéerima, radi se i korekcija koja u obzir uzima prisutnost razli¢itih Secera
(saharoze, glukoze i fruktoze) oduzimanjem maksimuma apsorpcije $ecera ns 440 nm od
onog na 532 nm. Molarna apsorbancija saharoze (1 - 10 mM) na 532 iznosi 8.4 dok na

440 nm iznosi 147. Dijeljenjem ta dva broja dobiven je omjer od 0.0571 s kojim se mnoze
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dobivene razlike apsorbancije. Stopu lipidne peroksidacije izrazio sam u nmol po mg
proteina (nmol mg), koristeéi ekstinkcijski koeficijent za MDA (157 mM-' cm™).

3.8. Statisticka analiza

Svaki prikazani rezultat aritmeti¢ka je sredina vrijednosti od 6 uzoraka. Odstupanije
od aritmetiCke sredine izrazeno je kao standardna pogreSka. Usporedba kontrole i
tretmana te tretmana medusobno provedena je analizom varijance (one-way ANOVA) te
LSD (least significant difference) testom pomocu racunalnog programa STATISTICA 12
(Stat Soft Inc., SAD). StatistiCki znacajni rezultati su oni koji se razlikuju na razini p < 0.05,

a oznadeni su razlic¢itim slovima.
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4. REZULTATI

Prije i nakon svakog izlaganja EM zracenju izmjerio sam temperaturu zraka u
prostoriji u kojoj se nalazi komora za izlaganje i u tkivu izloZenih jedinki. Promjena u
temperaturi bila je manja od 0,1 °C, stoga smatram da su li¢inke bile izlozene
netermalnom ucinku RF zraenja (Ahlbom i sur. 2004).

4.1. Aktivnost katalaze

Rezultati dvosatnog izlaganja li€inki izvadenih iz sa¢a neionizirajuéem RF zragenju
frekvencije 900 MHz i razliCite jakosti kontinuiranog polja u GTEM komori (slika 3.)
pokazali su statistiCki zna¢ajno smanjenje aktivnosti katalaze jedino kod li€inki ozracenih u
poju jakosti 10 V/m. Vrijednosti izmjerene kod kontrole te li¢inki izlaganih kontinuiranom
polju drugih jakosti (23, 41 i 120 V/m) kao i kod li€inki izloZzenih moduliranom polju
frekvencija 1 kHz i 217 Hz i jakosti 23 V/m nisu se medusobno znacajno razlikovale te su
im vrijednosti medusobno bile vrlo slicne. Srednja vrijednost aktivhost katalaze kod

kontrolnih li¢inki iznosila je 225.792 umol min™' mg™
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Slika 3. Aktivnost katalaze u uzorcima li¢inki medonosne pcele Apis mellifera koje su nakon vadenja iz saca
bile izlagane kontinuiranom EM polju razli¢ite jakosti (10, 23, 41, 120 V/m) elektriénog polja odnosno
moduliranom polju (1 kHz i 217 Hz) jakosti 23 V/m tijekom dva sata. Kontrolna skupina nije bila izlagana EM

polju. Vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (p < 0.05) oznaéene su razli¢itim slovima.
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Aktivnost katalaze u kontrolnih liinki koje nisu bile vadene van iz saca bila je
statistiCki znacajno niza (194.30 umol min' mg™) odnosu na skupinu li¢inki izlaganih u
saéu moduliranom polju frekvencije 1 kHz i jakosti 23 V/m (223.00 umol min' mg™),

odnosno doslo je do povecanja aktivnosti od 14.7% nakon izlaganja (slika 4).

Aktivnost katalaze kod li€inki iz kontrolne skupine koje nisu bile vadene iz sac¢a bila
je znac€ajno niza (p < 0.05) u usporedbi s liCinkama koje su bile vadene iz saca tijekom

pokusa vrijednosti.
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Slika 4. Aktivnost katalaze u uzorcima li¢inki u medonosne pcele Apis mellifera koje su u sacu bile izlozene
moduliranom polju (1 kHz) jakosti 23 V/m u trajanju od dva sata. Kontrolna skupina li¢inki u sacu nije bila
izlagana EM polju. Vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (p < 0.05) oznacene su razli¢itim

slovima.

4.2. Aktivnost glutation S-transferaze

Iz rezultata mozZemo vidjeti da je aktivnost GST najviSu vrijednost (1.01 pmol min
mg") imala u li¢inki izlozenih kontinuiranom EM polju jakosti 23 V/m dok je najniza
vrijednost (0.775 pmol min"* mg) bila kod onih izlozenih moduliranom polju frekvencije 1
kHz i jakosti 23 V/m (slika 5). Izmedu liinki kontrolne skupine te onih izlozenih
kontinuiranom EM polju jakosti 10, 23 i 41 V/m nije bilo statisticki zna€ajne razlike u
aktivnosti. Aktivnost GST u li¢inkama izloZzenim polju kod jakosti 120 V/m imala je nizu
vrijednost (0.849 pmol min"' mg') koja nije bila znac¢ajno razli¢ita od one kod kontrolnih
licinaka, ali je bila zna¢ajno niza od vrijednosti izmjerene kod li¢inki izloZzenih polju jakost
23 V/m. Znacajno niza aktivnost GST u odnosu na kontrolu i veéinu drugih skupina

izmjerena je u licinkama izloZzenim moduliranom polju frekvencije 1 kHz i jakosti 23 V/m.
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Slika 5. Aktivnost glutation S-transferaze (GST) u uzorcima li€inki medonosne pcele Apis mellifera koje su
nakon vadenja iz saca bile izlagane kontinuiranom EM polju razli€ite jakosti (10, 23, 41, 120 V/m) elektri€nog
polja odnosno moduliranom polju (1 kHz i 217 Hz) jakosti 23 V/m tijekom dva sata. Kontrolna skupina nije
bila izlagana EM polju. Vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (p < 0.05) oznacene su razli€itim
slovima.

Mjerenjem aktivnosti GST u licéinkama pcela koje nisu bile vadene iz sac¢a tijekom
pokusa dobili smo statisti¢ki znacajno vise (15.03%) vrijednosti u kontrolnim nego u onih
li¢inki koje su bile izloZzene EM moduliranom polju frekvencije 1 kHz i jakosti 23 V/m (slika
6). Aktivhost GST kod li€inki iz kontrolne skupine koje nisu bile vadene iz sac¢a bila je
znacajno niza (p < 0.05) u usporedbi s lic¢inkama kontrole koje su bile vadene iz saca
tijekom pokusa.
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Slika 6. Aktivnost glutation S-transferaze (GST) u uzorcima li¢inki medonosne pcele Apis mellifera koje su u
sacu bile izlozene moduliranom polju (1 kHz) jakosti 23 V/m u trajanju od dva sata. Kontrolna skupina li¢inki
u sacu nije bila izlagana EM polju. Vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (p < 0.05) oznacene su
razli¢itim slovima.
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4.3. Aktivnost superoksid dismutaze

Aktivnost SOD kod li¢inki p&ela koje nisu bile izlagane EM polju nije se znacajno
razlikovala u odnosu na vrijednosti izmjerene kod li€inki izloZzenih kontinuiranom EM polju
jakosti 10, 23, 41 i 120 V/m (slika 7). Li¢inke izlozene EM polju jakosti 23 V/m ali
moduliranom frekvencijom 1 kHz odnosno 217 Hz imale su statisti¢ki znaCajno povecanje
vrijednost SOD od 24% i 27% $to je statistiCki znacajno povecanje aktivnosti u odnosu na
licinke koje nisu bile izlozene EM polju (23.979 umol min' mg™) te na li¢inke izlozene
najmanijoj jakosti polja (21.241 pmol min' mg'). Medutim povecanje aktivnosti nije bilo
znacajno u usporedbi s aktivhoScu izmjerenom kod li€inki tretiranih kontinuiranim poljem
iste jakosti. Aktivnost SOD izmjerena kod li€inki izlaganih na dvije razliCite frekvencije
moduliranog polja (1 kHz i 217 Hz) nije se statisti¢ki znacajno razlikovala.
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Slika 7. Aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima liCinki medonosne pcele Apis mellifera koje su nakon
vadenja iz sac¢a bile izlagane kontinuiranom EM polju razli¢ite jakosti (10, 23, 41, 120 V/m) elektri¢nog polja
odnosno moduliranom polju (1 kHz i 217 Hz) jakosti 23 V/m tijekom dva sata. Kontrolna skupina nije bila
izlagana EM polju. Vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (p < 0.05) oznacene su razli¢itim
slovima.

U kontrolnoj skupini li¢inki koje nisu bile vadene iz sac¢a prije stavljanja u GTEM
komoru izmjerena je aktivnost SOD-a od 25.199 pmol min' mg™ (slika 8), a vrlo sli¢na
vrijednost (25.255 pmol min' mg') izmjerena je i u skupini liinki izlaganih moduliranom
EM polju frekvencije 1 kHz i jakosti 23 V/m. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu aktivnosti SOD kod li¢inki iz kontrolne skupine koje nisu vadene iz sa¢a i onih koje
su bile vadene iz saca tijekom pokusa.
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Slika 8. Aktivnost superoksid dismutaze u uzorcima li€inki u saéu medonosne pcele Apis mellifera koje su u

sacu bile izlozene moduliranom polju (1 kHz) jakosti 23 V/m u trajanju od dva sata. Kontrolna skupina li¢inki

u sacu nije bila izlagana EM polju. Izmedu dvije vrijednosti nije bilo statistiCki znacajne razlike.

4.4. Stopa lipidne peroksidacije

Koncentracija lipidnih peroksida odnosno malondialdehida (MDA) bila je daleko
najvida u skupini kontrolnih li¢inki i iznosila je 1.033 nmol/mg (slika 9). Izlaganje zracenju u
kontinuiranom polju razli¢itih jakosti nije dovelo do statisti¢ki znacajnih promjena u stopi
lipidne peroksidacije iako je najniza vrijednost bila kod li¢inki izlaganih polju jakosti 10 V/m
(0.459 nmol/mgq), a najvisa kod li€inki izlaganih polju jakosti 23 V/m (0.649 nmol/mg).
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Slika 9. Stopa lipidne peroksidacije u uzorcima li¢inki u medonosne pcele Apis mellifera koje su nakon
vadenja iz sac¢a bile izlagane kontinuiranom EM polju razli¢ite jakosti (10, 23, 41, 120 V/m) elektricnog polja
odnosno moduliranom polju (1 kHz i 217 Hz) jakosti 23 V/m tijekom dva sata. Kontrolna skupina nije bila
izlagana EM polju. Vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (p < 0.05) oznacene su razli€itim
slovima.
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Razina lipidne peroksidacije bila je nesto viSa, iako ne i statistiCki znacajno razli¢ita kod
liCinki izlaganih moduliranom polju u odnosu na one izlagane kontinuiranom polju pa se

vrijednosti nisu razlikovale od vrijednosti izmjerene za kontrolnu skupinu.

Razina lipidne peroksidacije u li€inki koje nisu bile vadene iz saca prilikom izlaganja
nije dala statisticki zna€ajnu razliku izmedu kontrolne skupine i skupine izlagane zracenju
frekvencije 1 kHz i jakosti 23 V/m (slika 10).

U usporedbi s lic¢inkama iz kontrolne skupine koje su bile vadene iz sac¢a tijekom
pokusa vrijednost stope lipidne peroksidacije kod li€inki koje nisu bile vadene iz sac¢a bila

je znacgajno niza (p < 0.05).
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Slika 10. Stopa lipidne peroksidacije u uzorcima li¢inki u sac¢u medonosne pcéele Apis mellifera koje su u
sacu bile izlozene moduliranom polju (1 kHz) jakosti 23 V/m u trajanju od dva sata. Kontrolna skupina li¢inki
u sacu nije bila izlagana EM polju. lzmedu dvije vrijednosti nije bilo statistiCki znacajne razlike.
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5. RASPRAVA

Povecéanjem antropognih izvora EM zracenja u podru¢ju od 300 MHz do 300 GHz
koje se danas koriste u beZi€nom prijenosu informacija sve ¢eSce se postavlja pitanje
uzrokuje li izlozenost RF zra€enju nezeljene bioloSke ucinke u zivim organizmima. Na
temelju mnogih epidemioloskih istrazivanja te istraZzivanja na Zivotinjama i stanicama u
kulturi Svjetska zdravstvena organizacija zaklju€ila je da RF zracenje u razinama koje su
propisane ne utje€e na ljudsko zdravlje (Ahlbom i sur. 2004; ICNIRP 2014). Medutim zbog
istrazivanja koja su ukazala da ipak postoje bioloski u€inci vrlo niskih razina RF zradenja
nuzna su daljnja istrazivanja na razli€itim organizmima i testnim sustavim. Ta bi
istrazivanja mogla doprinijeti i poznavanju mehanizama interakcije RF zracdenja i Zzivih

organizama koiji jos uvijek nisu potpuno jasni (Adey 1993; Repacholi 1998).

Ucinke EM zra€enja mozemo istrazivati na nekoliko razina: istrazivanjem u uvjetima
in vitro razliitih eukariotskih ili bakterijskih stanica, in vivo istrazivanjem na pokusnim
Zivotinjama, te epidemioloSke studije (Verschaeve i Maes 1998; Ahblom i sur. 2004;
Dasenbrock 2005). Sva ova istraZivanja usmjerena su na procjenu uc¢inka EM zracenja na
bioloSke organizme, te pronalazenje razine zracenja koje nisu opasne po ljudsko zdravlje
(ICNIRP 2014; Repacholi 2001).

U ovom istrazivanju primijenjeno je EM polje frekvencije 900 MHz i jakosti 10, 23,
41 i 120 V/m te modulirano polje (1 kHz 80% i 217 Hz) jakosti 23 V/m kako bi se utvrdilo
postoji li ovisnost izmedu uc€inaka zracenja tih polja i njihove jakosti. Takoder kako bi
utvrdili posjeduje li sace zastitni u€inak EM zracenju proveo sam i izlaganje jedne skupine
li¢inki u sacu. Naime, dosadasSnja istrazivanja na animalnim sustavima u nekim su
slu¢ajevima pokazala da se jacina ucinka ne mora nuzno povecati s povecanjem jakosti
polja nego su ucinci nelinearni (Banik i sur. 2003; Tkalec i sur. 2013). Odabrane jakosti EM
polja odgovaraju onima koje se koriste tijekom rada mobilnih uredaja. Tijekom razgovora
mobilni uredaj stvara EM polje relativne vrijednosti oko 10 V/m, a jakost polja je najveca
tijiekom uspostave poziva. Sto je signal bazne postaje slabiji mobilni uredaj stvara jace
polje za ostvarivanje veze. Istrazivanja su pokazala da vrijednost SAR-a (0.75 - 1.55 W/kg)
u glavi pri razgovoru u kojem se koristi mobilni uredaj odgovara jakosti EM polja od 30 do
40 V/m (Mahrour i sur. 2005). Osim toga, odabrane vrijednosti jakosti polja osim najvise od
120 V/m nize su od preporucenih grani¢nih vrijednosti jakosti EM polja: 42 V/m na
frekvenciji 900 MHz, za izloZzenost opc¢e populacije (ICNIRP 2014).
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Pri izvedbi prakti€nog dijela ovog rada duljina trajanja izlaganja zracenju iznosila je
dva sata za sve uzorke i tretmane. U literaturi su pronadeni razli€iti podaci o ucinku
izlaganja na oksidativni stres ovisno o vremenu izlaganja, npr. u nekim radovima utvrdeno
je da ne dolazi do statisticki znacajnog povecéanja antioksidacijskih enzima kod Stakora
izlaganih RF zraenju od 900 MHz u trajanju od 1, 2 i 4 sata (Dasdag 2009). S druge
strane najveca aktivnost SOD-a zabiljeZzena je pri izlaganju EM zradenju od 24 sata.
Usprkos tome odlucili smo se na dvosatno izlaganje EM zraCenju kako ne bi doslo do
isuSivanja i dodatnog povecanja razine stresa li€inki koje u GTEM komori nisu viSe bile

uronjene u matié¢nu mlijec.

lako dio istraZivanja negira u€inak modulacije EM zraenja na odgovor organizma
viSe je istrazivanja pokazalo da se primjenom moduliranog EM zra€enja postiZze izraZzeniji
efekt na bioloSke sustave (Juutilainen i sur. 2011). Tako su Czyz i sur. (2004) uodili
poviSenu transkripciju HSP70 (eng. heat shock protein) proteina - indikatora termalnog,
oksidacijskog stresa i promjena pH, ovisno o modulaciji amplitude EM zra¢enja na
mati¢nim stanicama u kulturi. Povecanje transkripcije HSP70 ovisno o modulaciji EM
zraCenja primije¢eno je i pri 24 satnom izlaganju trofoblasta u kulturi, a razina HSP70
izmjerena nakon izlaganja od 4 i 6 sati moduliranom EM zra€enju bila je niza u odnosu na
kontrolu (Franzelletti i sur. 2008). Takoder, u istrazivanju na gujavicama, amplitudna
modulacija povecala je genotoksicni efekt RF zraenja i ekspresiju nekih antioksidacijskih
enzima (Tkalec i sur. 2013) u odnosu na kontinuirano zracenije iste jakosti. Kako su mnoga
istrazivanja pokazala da modulirano polje ima drugaciji u€inak od kontinuiranog polja te da
taj uCinak moze biti i vec¢i (ICNIRP 1996) u ovom je istrazivanju takoder proucen ucinak
EM polja jakosti 23 V/m moduliranog na dva nacina, amplitudnom modulacijom 1 kHz 80%
koja se koristi uglavnom za testiranje rada elektri¢nih uredaja u EM polju i amplitudnom
modulacijom 217 Hz koja se koristi u tehnologiji mobilnih telefona.

Tkalec i sur. (2013) prikazali su da izlaganje gujavica RF zracenju frekvencije 900
MHz inducira povecanje aktivnosti enzima katalaze i glutation reduktaze. Dok je odgovor
katalaze u uzorcima gujavica bio izazvan samo pri odredenim uvjetima izlaganja (23 V/m,
42 V/m, i 120 V/m u trajanju od 2 sata), aktivnost glutation reduktaze bila je poviSena pri
svim primijenjenim uvjetima (10 V/m, 23 V/m, 42 V/m i 120 V/m u trajanju od 2 sata,
moduliranom polju jakosti 23 V/m i produljenom izlaganju - 23 V/m u trajanju od 4 sata).
Stopa lipidne peroksidacije u uzorcima gujavica, mjerena indirekino putem koncentracije
malondialdehida bila je znagajno povisena jedino nakon izlaganja RF zraCenju od 23 V/m i
120 V/m u trajanju od 2 sata. Sukladno rezultatima istrazivanja Tkalec i sur. (2013) i u
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lic¢inkama pc&ela nakon izlaganja RF zraCenju bio je oCekivan porast antioksidacijskih
enzima (katalaza i glutation reduktaza) u li¢inkama pcela nakon izlaganja RF zragenju.
Medutim, moji rezultati pokazuju da je uglavnom doslo do smanjenja aktivnosti istrazivanih
enzima osobito nakon izlaganja moduliranom polju. U ovom istrazivanju uz aktivnost
katalaze i glutation S-transferaze pracena je i aktivhost superoksid dismutaze i stopa
lipidne peroksidacije kako bi se upotpunila slika antioksidacijskog mehanizma.

Katalaza je enzim koji katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu i molekularni
kisik te na taj nacin uklanja vodikov peroksid nastao aktivho$cu superoksid dismutaze
prilikom oksidacijskog stresa. StatistiCki znacajno smanjenje aktivnosti katalaze kod
lic¢inaka izvadenih iz sa¢a primijecen je samo kod jakosti polja 10 V/m dok su vrijednosti
aktivnosti katalaze pri izlaganju ostalim jakostima polja (23 V/m, 41 V/m, 120 V/m) kao i
moduliranog polja jakosti 23 V/m frekvencije 1 kHz i 217 Hz bile slicCne onima u kontroli.
Kod li¢inaka izlaganih EM zra€enju u sacu pri jakosti polja od 23 V/m i frekvencije 1 kHz
primije¢en je porast aktivnosti katalaze u odnosu na kontrolu. Rezultati dobiveni na
licinkama u sacu u skladu su sa rezultatima istrazivanja na gujavicama (Tkalec i sur. 2013)
i prate oekivani porast aktivnosti katalaze pri izlaganju polju jakosti 23 V/m, dok promjene
vrijednosti kod li€inaka izvadenih iz saéa odskacu od ocekivanja; naime kod gujavica
izlaganje polju jakosti 10 V/m nije dovelo do promjene aktivnosti katalaze a znacajan je
porast uocen pri izlaganju jakostima 23 V/m, 41 V/m, 120 V/m. Rezultati pri izlaganju
moduliranom zracenju sukladni su rezultatima Tkalec i suradnici (2013), odnosno ne
pokazuju nikakvu znacajniju promjenu. Dakako treba napomenuti da je prethodni rad
napravljen na gujavicama (Eisenia fetida), drugom modelnom organizmu ciji se fiziolo$ki
procesi ne moraju nuzno poklapati sa fizioloskim procesima li¢inkama pcela jer se radi o
odraslom organizmu drugacije veliCine i oblika te taksonomski razliCitoj skupini
organizama. Do sada su zabiljezeni veoma varijabilni odgovori katalaze na izlaganje
organizama RF zracenju, od izostanka odgovora (Dasdag i sur. 2008), do poviSene (Koyu
i sur. 2009), ili snizene aktivnosti katalaze (Guney i sur. 2007).

Izostanak porasta aktivnosti katalaze kod li€¢inaka koje su EM zracenju izlagane
izvadene iz saca moze se protumaciti visokim vrijednostima katalaze u kontrolnoj skupini
budu¢i da je aktivnost katalaze u kontrolnim lic¢inkama koje nisu vadene iz saca bila
znacajno niza. ViSe vrijednosti aktivnosti katalaze mogu biti odraz povisene produkcije
enzima kojom se kompenzira gubitak ekstracelularne katalaze koja se nalazi u mati¢noj
mlije€i (Pavel i sur. 2011) do kojeg dolazi uslijed vadenja li¢inki iz sa¢a. Porast katalaze u

lic¢inkama izloZzenima moduliranom EM polju u saéu ukazuje da je zraCenje dovelo do
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porasta koli¢ine ROS, &to je vjerojatno induciralo povec¢anje aktivnosti katalaze kako bi se
uklonio visak H20:z.

Pod pretpostavkom da izlaganje li¢inaka p&ele EM zraenju dovodi do povecanja
razine oksidacijskog stresa, $to je uo€eno u nekim in vivo (Liu u sur. 2013; Bilgici i sur.
2013) i in vitro studijama (Verschaeve i sur. 2010; Kahya i sur. 2014), zaklju¢io sam da bi
trebalo doci i do povecéane razine ROS-a, a samim time i aktivnosti glutation S-transferaze.
Glutation S-transferaza uz pomo¢ reduciranog glutationa uklanja ROS iz organizma, no
najprije je potrebno izvrsiti redukciju glutationa koji onda moze vrsiti svoju antioksidacijsku
funkciju. Stoga je oCekivan porast aktivnosti glutation S-transferaze sukladan porastu
aktivnosti glutation reduktaze koja je na istrazivanju na gujavicama imala poviSene
vrijednosti nakon izlaganja gujavica kod svih jakosti polja kao i moduliranom zraéenju u
odnosu na kontrolu (Tkalec i sur. 2013). Oba enzima imaju poviSen izrazaj pri
antioksidacijskom stresu i ulogu u uklanjanju kisikovih radikala koja je blisko povezana, pa
je pretpostavka bila da ¢e u ovom istrazivanju biti zabiljeZzen sli€an odgovor.

U ovom istrazivanju aktivnost glutation S-transferaze kod li¢inki izvadenih iz saca
nije pokazala o¢ekivano konzistentno poveéanje vrijednosti. Najvisa aktivnost zabiljezena
je kod polja jakosti od 23 V/m, medutim to nije bilo statistiCki znaajno u odnosu na
kontrolu. Kod vrijednosti od 10 V/m i 41 V/m nije uoCeno nikakvo povecanje, dok je
aktivnost glutation S-transferaze kod polja jakosti 120 V/m kao i moduliranog polja bila ¢ak
niza od kontrolne vrijednosti. Kako vremenski profil ekspresije GST nije jasno utvrden,
moguce je da zraCenje od 2 sata nije uzrokovalo stvaranje dovoljne koli¢ine reduciranog
glutationa, supstrata GST odnosno mozda samo izlaganje dovodi do smanjenja sinteze
reduciranog glutationa Sto je primije¢eno u nekim istrazivanjima na drugim organizmima
(Mailankot i sur. 2009).

Suprotno svim ocekivanjima aktivnost glutation S-transferaze bila je niza kod li€inki
ostavljenih u sacu prilikom izlaganja RF zra¢enju u odnosu na kontrolu. Moguce je da kod
licinaka ostavljanih u sacu prilikom indukcije oksidacijskog stresa dolazi do pojacane
aktivnosti ekstraceularnih antioksidacijskih enzima i mehanizama iz mati¢ne mlijeci, koje
uzrokuje supresiju stani¢nih antioksidacijskihn mehanizama. Bilo bi interesantno ispitati
koncentraciju i aktivhost antioksidacijskih enzima li¢inaka ostavljanih u saéu pri
produlijenom izlaganju i ustvrditi §to se dogada sa unutarstani¢nim antioksidacijskim

enzimima nakon $to se potroSe zalihe prisutne u mati¢noj mlijeci.
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Snizene vrijednosti aktivnosti glutation S-transferaze primijeéene nakon izlaganja
EM moduliranom polju bilo u li¢inaka izvadenih iz saéa ili onih izlaganih u sa¢u mogu biti
objadnjene i visokim vrijednostima kontrolnih skupina. Naime, Nikolenko (2011) je
primijetio kako tri dana stare li¢inke p¢ela pokazuju izuzetno visoku vrijednost GSTa $to je
pripisao visokoj potro$nji kisika tijekom razvoja. Mogucnosti aktivacije enzima pritom su
mozda dosegle svoj vrhunac, a svaki novi stresor smanjuje mogucnost odgovora

organizma.

Osim istrazivanja na gujavicama (Tkalec i sur. 2013) opre€ne rezultate dobili su i
Malinkot i sur. (2009) koji su zabiljezili smanjenje koncentracije glutationa u stanicama
testisa Stakora izlaganim EM zradenju Sto ukazuje na poveéanu aktivnost glutation

reducirajucih enzima.

Mijerenja aktivnosti superoksid dismutaze pokazala su da je kod li€inki pcela
izvadenih iz sac¢a doSlo do znacajnog znacajan porasta aktivnosti jedino kod li€inki
izlaganih moduliranom EM polju, kod obje modulacije i 217 Hz i kHz. Kako je ranije
reCeno, modulirano zracenje moze uzrokovati jaci odgovor na zracenje. Naime smatra se
da upravo zracenje vrlo niske frekvencije koje se tijekom modulacije superponira na
kontinuirani EM val povec¢ava primije¢ene bioloSke ucinke kontinuiranog EM polja jer to
osciliraju¢e polje inducira promjene u proteinskim kanalima za prijenos iona koji su
osjetljivi na promjenu napona, a promjena u koncentraciji iona u stanici potom aktivira
druge staniéne odgovore (Panagopoulos i sur. 2013). PoviSene vrijednosti SOD
primije¢ene pri izlaganju li€¢inki modulacijskom zracenju od 23 V/m jasan su pokazatel]
poviSene proizvodnje ROS, osobito superoksidnog radikala kojeg SOD uklanja
pretvarajuéi ga u vodikov peroksid, &ija se razgradnja nastavlja aktivho$¢u drugih
antioksidacijskih enzima. Ovi su rezultati u suprotnosti sa rezultatima istrazivanja na
plazma stanicama $takora koja su zabiljeZila pad aktivnosti ovog enzima nakon izlaganja

RF zraCenju iz izvora mobilnih telefona (Kesari i sur. 2010).

Izostanak znacajnih rezultata pri mjerenjima aktivnosti SOD mozemo protumaditi
kroz vremenski profil ekspresije SOD mRNA pri izlaganju oksidacijskom stresu (Shull i sur.
1991). Naime, iako SOD pokazuje porast transkripcije ve¢ pri izlaganju stresoru od dva
sata, vrhunac njegove izmjerene aktivnosti je pri 24 sathom izlaganju. Transkripcija
katalaze, za razliku od SODa vrhunac svoje aktivnosti biljeZi ve¢ nakon 2 sata od pocetka

izlaganja, Sto je sukladno nasim rezultatima na li€inkama u sac¢u koje biljeZze porast
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aktivnosti katalaze. Prema tim rezultatima moguce je pretpostaviti da bi mjerenja SOD 24
sata nakon izlaganja RF zraenja pokazala povi$enje vrijednosti aktivnosti SOD.

Mjerenjem stope lipidne peroksidacije neocekivano najvia vrijednost bila je u
kontrolnoj skupini li¢inki. PoviSena koncentracija ROS uzrokuje porast stope lipidne
peroksidacije, te se stoga produkti lipidne peroksidacije, uglavhom malondialdehid (MDA)
smatraju markerom oksidacijskog stresa. Vrijednost stope lipidne peroksidacije u lic¢inkama
pCela izlozenim EM zraCenju pri svim istraZzivanim jakostima polja zracenja zna¢ajno su
nize u odnosu na kontrolu dok su nakon izlaganja moduliranom zraenju, iako jo$ uvijek

nize od kontrole zabiljezene nesto vise vrijednosti.

Dobiveni rezultati bili su vrlo neocekivani buduc¢i da je potencijal RF zradenja
frekvencije 900 MHz da inducira poviSene vrijednosti MDA kao posljedicu oksidativhog
stresa ranije zabiljeZen kod Stakora i zamoraca (Koyu i sur., 2009; Meral i sur., 2007) te
gujavica (Tkalec i sur. 2013). Mailankot i sur. (2009) takoder su zabiljezili povecéanje
lipidne peroksidacije u stanicama testisa Stakora izlaganim EM zracenju. Obzirom da ovaj
primije¢eni pad stope lipidne peroksidacije u liCinkama pcela ne prati razmjeran porast
aktivnosti mjerenih antioksidacijskin enzima, preostaje moguénost da neki od
antioksidacijskinh enzima c€ija aktivnost nije mjerena u ovom pokusu ima glavnu ulogu u
odgovoru na oksidativni stres izazvan zra¢enjem. Medutim, kao i kod aktivnosti enzima u
kontrolnim uzorcima onih li¢inaka koje su bile izvadene iz saca izmjerene su vise
vrijednosti stope lipidne peroksidacije u usporedbi s vrijednostima kod li€inki koje nisu bile
vadene 8to se mozZe povezati s Cinjenicom da u mati¢noj mlije¢i koja okruzuje liinke
postoje snazni antioksidansi koji smanjuju razinu oksidacijskog stresa (Pavel i sur. 2011).
Kod li¢inaka koje su izlagane zracenju u saéu nije doSlo do znacajnije promjene u
koncentraciji malandialdeida $to takoder moze biti posljedica zastitne uloge mati¢ne mlijeci
ali i aktivacije katalaze koja je bila povisena u ovim uzorcima. Medutim, ne moze se
iskljuciti niti mogucnost da izlaganje RF zraCenju frekvencije 900 MHz ne uzrokuje
oksidacijski stres u li¢inaka pcela kao $to je nadeno i za neke druge organizme (Ferreira i
sur. 2006). Naime kao §to je spomenuto u uvodu biolo$ki ucinci ovise o interakciji EM polja
i tkiva te ovise znacajno i o karakteristikama tkiva kao $to su koli¢ina vode, permitivnost i
dr.

Zbog izuzetne varijabilnosti rezultata nije moguce odrediti uzorak u odgovoru
antioksidacijskih enzima niti sa sigurno$cu zakljuciti uzrokuje li izlaganje oksidacijski stres

§to bi jednoznacno dokazivao ucinak RF zracenja na razvoj pcela.
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Usporedujuci kontrolu kod li€¢inaka izvadenih iz sa¢a sa kontrolnom skupinom li€inki
kod kojih ta intervencija nije radena moze se primijetiti da su vrijednosti dobivene pri
mjerenju aktivnosti katalaze i stope lipidne peroksidacije zna€ajno nize kod Ili€inki
ostavljenih u saéu. Sam proces vadenja li¢inki iz sa¢a mozebitno pridonosi poveéanju
razine stresa i samim time viSoj aktivnosti antioksidacijskih enzima. Kako bi se smanjio
utjecaj ostalih faktora na razinu oksidativnog stresa predlazem da se buduca istrazivanja
izvode bez vadenja li€inki iz sa¢a kako bi promjene u antioksidacijskoj aktivnosti mogli
pripisati samo RF zracenju iskljuCujuci ostale varijable. Takoder u obzir valja uzeti i
¢injenicu da mati¢na mlije¢ u koju su uronjene li¢inke u celijama sac¢a dokazano ima
visoku antioksidacijsku aktivnost §to moze utjecati na rezultate (Pavel i sur. 2011). U
najmanju ruku, kako bi se moglo tocnije interpretirati rezultate, potrebno je dodatno
napraviti viSe mjerenja razliCitih pokazatelja oksidacijskog stresa u vise skupina li¢inki te
pokusSati odrediti koliko samo njihovo vadenje iz saca utjeCe na te pokazatelije bez
dodavanja dodatnih faktora koji bi mogli utjecati na razinu oksidacijskog stresa.

Nadalje, zbog visoke aktivnosti antioksidacijskih enzima tijekom razvoja li€inki
(Nikolenko i sur. 2011) postavlja se pitanje jesu li li€inke zaista pogodni testni organizmi za
istrazivanje utjecaja RF zracenja. Li€inke kao i svi drugi organizmi u razdoblju intenzivnog
razvoja imaju povecanu potroSnju kisika a samim time i pove¢anu produkciju ROS. Prema
tome i bazalna aktivnost svih antioksidacijskin enzima je visoka §to moze otezati
istraZzivanje antioksidacijskog odgovora jer njegova dinamika kod li¢inaka ne mora pratiti
ustaljenu dinamiku odraslih organizama. Svakako je potrebno izvesti istrazivanje
ekspresije gena ili aktivnosti antioksidacijskih enzima u razli€itim vremenskim to¢kama
razvoja li¢inki kako bi se ustvrdio obrazac antioksidacijskih procesa pri neometanom
razvoju li¢inke. Takvo bi istrazivanje moglo posluziti kao kontrola te kao referentna
polaziSna toCka za mnogobrojna istraZivanja utjecaja oksidacijskog stresa na li¢inkama
pcela ukoliko rezultati pokazu da postoji statistiCki znacajan obrazac antioksidacijskog
odgovora.

Dodatno, kao $to je ranije naznaceno, vremenski profil aktivacije nije jednak kod
svih antioksidacijskih enzima. Dok je za katalazu odabrani period izlaganja zracenju od 2
sata bio primjeren, aktivnost SOD bilo bi primjereno mijeriti pri duljem vremenskom periodu
izlaganja zraCenju, primjerice 24 h. Za ispravno postavljanje pokusnih uvjeta stoga bi
valjalo izraditi vremenski profil odgovora za svaki od pokazatelja oksidacijskog stresa koji
su koristeni u ovom istrazivanju sa nekim dobro istrazenim stresorom, primjerice
mijenjajuci prehranu li¢inki.
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Paralelno s ovim istrazivanjem na istim uzorcima li€inki péela provedeno je mjerenje
utjecaja RF zracenja na cjelovitost DNA li¢inaka komet testom, pri ¢emu je utvrden
znaCajan porast fragmentirane DNA prilikom izlaganja moduliranom zracenju jakosti 23
V/m i frekvencije 1 kHz, dok ostala izlaganja nisu imala zna¢ajan ucinak na ostecenje
DNA. Takoder je utvrdeno da su genotoksicni ucinci RF zraenja netermalne prirode jer
nije utvrdeno povecanje temperature uslijed izlaganja zracenju u GTEM komori (Paveli¢,
2014). Radi toga hipertermiju smo iskljucili kao moguci uzrok promjena uslijed izlaganja
RF zraCenja zbog Cinjenice da primijenjene jakosti zraCenja i relativno niske vrijednosti
SAR-a (do 9.33 mW/kg) ne induciraju termalni stres (Lixia i sur. 2006). Takoder nekolicina
studija provodenih na vrijednostima SAR-a do 2 W/kg zabiljeZila je pozitivne genotoksi¢ne
rezultate bez povecéanja temperature bioloSkog materijala (Ridiger 2009).

Stvaranje kisikovih radikala vec¢ je ranije predlozeno kao jedan od mogucih
mehanizama kojima RF zracenje uzrokuje ostec¢enje DNA uoceno komet testom (Phillips i
sur. 2009). Oste¢enje DNA koje je bilo najveée pri izlaganju moduliranom zraéenju
(Paveli¢ 2014) korelira s promjenama u aktivaciji antioksidacijskih procesa koje takoder
biljeZze najsnazniji odgovor u skupinama izlaganim moduliranom zragenju. Kao $to je vec
spomenuto osciliraju¢e polje niskih frekvencija moze inducirati promjenu u koncentraciji

iona u stanici (Panagopoulos i sur. 2013) §to moze potaknuti poveéanu aktivnost enzima.

Kao $to je ranije navedeno u uvodu rezultati dosadasnjih istraZzivanja bioloskih
ucinaka RF zraCenja vrlo su varijabilni. Nedostatak konzistentnosti u opisanim studijama i
nedostaci pozitivnih rezultata lezi djelomice u vrlo raznolikim pokusnim sustavima (in vivo
vs. in vitro eksperimenti; razliCitost koriStenih organizama i tipova stanica), velika
raznolikost RF zrac¢enja koje je koristeno u tim istrazivanjima (razli¢ite frekvencije, jakosti i
duljine izlaganja, modulacije i dr.), te razli¢itih mjerenih parametara (Verschaeve i sur.
2010). Nadalje, treba napomenuti da su dosadasnja ispitivanja pokazala da apsorbcija
vece koli¢ine energije na jednaku masu tkiva u istoj jedinici vremena nije nuzno dovela i
do jaCeg bioloskog odgovora (Panagopoulos i sur. 2013). Drugim rijeCima izloZenost polju
vece jakosti polja i vece vrijednosti SAR-a ne mora znadit i jaki bioloski odgovor. To se na
neki nacin potvrdilo i u ovom istrazivanju jer nije bilo znacajnijih razlika izmedu ucinaka
kontinuiranog EM polja razli€itinh jakosti dok je izlaganje moduliranom polju nize jakosti (23
V/m) imalo znacajniji bioloski u¢inak u odnosu na najvecu istrazivanu jakost polja (120
V/m). Mnoge studije pokazale su da izlaganje RF zracenjima istih SAR vrijednosti ali
razli¢itih frekvencija polja i/ili modulacija polja moze imati vrlo razli€ite bioloSke ucinke na

istom organizmu (Panagopoulos i sur. 2013).
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Sve dosad opisane promjene antioksidacijskih enzima na li¢inkama pcela izlaganih
EM zraCenju mogu utjecati na fiziologiju p€ela, a samim time i na ponasanje odraslih pcela
i njihovih kolonija. Stoga je moguce da bi i fenomen kolapsa pé&elinjih zajednica koji zadnjih
desetak godina osim pc&elara zabrinjava i Siru javnost mogao svoje uzroke pronaci u sve
Siroj rasprostranjenosti bezi¢ne tehnologije u modernom dobu. Dobro je poznato da se
p&ele u orijentaciji koriste prirodnim elektromagnetskim poljem zemlje odnosno orijentiraju
se pomoc¢u magnetorecepcije. Moguce je da elektromagnetsko polje koje emitiraju bazne
stanice, radari i mobilni uredaji interferira sa ovim fino pode$enim sustavom koje p&elama

omogucava preciznu koordinaciju u prostoru a samim time i vraanje u koSnicu.

Dokazano je da elektromagnetsko zraCenje ima negativan utjecaj na kogniciju,
kretanje i orijentaciju mrava (Cammaerts i sur. 2012), zajednice kukaca te mijenja sastav
divljin opraSivac¢a (Lazaro i sur. 2016). ZabiljeZzeno je da RF zraenje mobilnih telefona
inducira glasanje pcCela koje je karakteristicno za procese rojenja ili poremecaja pcelinjih
kolonija (Favre 2011) odnosno da mijenja frekvenciju i intenzitet glasanja pcela (Halabi i
sur. 2016). Nekoliko je studija takoder pokazalo da bazne stanice za mobilnu komunikaciju
utjieCu na ponasanje pcela (Ackhar i sur. 2014), uzrokuju smanjenu snagu zajednice,
smanjeno polaganje jaja matice (Sharma i Kumar 2010), smanjenu gradnju saca i
produljeni povratak u koSnicu nakon izlaganja zragenju (Harst i sur. 2006, Kimmel i sur.
2007). Stever i sur. u svojoj su knjizi (2006) opisali seriju eksperimenta kojima su dokazali
da izlaganje pcela EM zradenju znacajno utjeCe na sposobnost povratka u ko$nicu i
vrijeme potrebno za povratak. U nekim slu€ajevima gubitci su i do 70% u odnosu na
kontrolne jedinke. Najradikalniji rezultati prikazani su u radu Sahiba (2011) koji je nakon
izlaganja ko$nica zraenju baznih stanica od 10 dana zabiljeZio da se niti jedna pcela
radilica nije vratila u koSnicu, da je snaga zajednice bila vrlo slaba &to je utvrdeno prema
jednom sacu koji je preostao nakon eksperimenta u testnoj kosnici u odnosu na 9 saca u
kontrolnim koSnicama. Autor biljezi da su u testnim koSnicama ostale samo matice, jajasSca
i licinke te da su matice proizvodile zna¢ajno manje jajasaca u testnim koSnicama u
odnosu na kontrolne koSnice. Sahib predlaze da zracenje mobilnih uredaja i baznih
stanica uniStava navigacijske sposobnosti pCela te smatra da je mnogo vjerojatniji uzrok
kolapsa pcelinjih zajednica od bio koje druge teorije. Takoder napominje da put kolapsa
pcelinjih zajednica u Indiji prati rapidno Sirenje baznih stanica i mobilnih uredaja koje
uzrokuje elektromagnetsko zagadenije.

S druge strane, valja spomenuti da nisu sva istrazivanja potvrdila utjecaj RF

zraCenja proizvedenog u svrhu beZi¢ne telekomunikacije na pona$anje i navigaciju pcela.
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Primjerice, Pramod i sur. (2014) su istrazivali produkciju meda, sakupljanje nektara i peludi
u pcelinjim zajednicama pored baznih stanica te sa mobilnim telefonom u koSnici u odnosu

na kontrolu i nisu primijetili nikakve znacajne razlike u mjerenim parametrima.

Osnova magnetorecepcije u pcela je biomineralizacija Zzeljeza. Dokazano je
stvaranje superparamagnetskog magnetita u granulama Zeljeza, te je od ranije poznato da
vanjska  elektromagnetska polja mogu uzrokovati  Sirenje ili  skupljanje
superparamagnetskih Cestica u orijentacijski specificnom smjeru. Promjene u veli€ini
Cestica uzrokuju poviSenu koncentraciju intracelularnog kalcija, koji je inhibiran proteinima
koji djeluju kao blokatori sinteze mikrotubula i mikrofilamenata. Tako citoskelet prenosi
magnetski signal te pokreée neuralni odgovor (Hsu i sur. 2007). Oksidacijski stres takoder
uzrokuje poviSeni ulazak kalcija u citoplazmu, mitohondrije i jezgru §to uzrokuje
poremecaje u fosforilaciji proteina, signalnim putevima te u konacnici stani¢nu smrt (Ermak
i Davies 2002). Postoji vjerojatnost da oksidacijski stres putem porasta intracelularnog
kalcija remeti magnetorecepcijski signal tako da pokrecudéi iste signalne puteve dovodi do
laznih informacija o orijentaciji. Taj bi lazni magnetorecepcijski signal mogao onemoguciti

povratak pcela u koSnicu, i biti jedan od uzroka kolapsa pcelinjih zajednica.

Kada bismo dokazali nedvojbeni utjecaj RF zraenja na indukciju oksidacijskog
stresa svi zabiljezeni fenomeni: genotoksi¢nost, poremecaji u navigaciji, magnetorecepciji i
reprodukciji pCela mogli bi se pripisati jednom destruktivnom mehanizmu, no izgleda da je
fizioloSki odgovor mnogo slozeniji i biti ¢e potrebna sustavna i detaljna istrazivanja kako bi
se razjasnili molekularni mehanizmi koji su podloga primijecenih promjena u ponasanju

pcela.
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6. ZAKLJUCAK

Izlaganje li¢inki pcela radiofrekvencijskom zracenju frekvencije 900 MHz i razli€itim
jakostima EM polja imalo je ucinak na aktivnost antioksidacijskih enzima, no bez
jednoznacnog odgovora. Izlaganje kontinuiranom EM polju jakosti 10 V/m dovelo je do
smanjenja aktivnosti katalaze u uzorcima li€inki, dok je izlaganje moduliranom EM polju
jakosti 23 V/m dovelo do porasta aktivnosti glutation S-transferaze i superoksid dismutaze
u odnosu na uzorke li¢inki koje nisu bile izlagane EM polju. U uzorcima li€inki izloZzenim
kontinuiranom EM polju jakosti 10, 23, 41 i 120 V/m izmjerena je niza stopa lipidne
peroksidacije u odnosu na kontrolne uzorke. U uzorcima li€inki pcela koje su bile izloZzene
EM polju jakosti 23 V/m i modulacije 1 kH unutar sa¢a uocen je porast aktivnosti katalaze
te smanjenje aktivnosti glutation S-transferaze. Izlaganje moduliranom EM polju imalo je
veci u€inak nego izlaganje kontinuiranom polju. Uo€eni ucinci zraenja bili su netermalne

prirode jer nije utvrdeno povecanje temperature uslijed izlaganja zraCenju.

Rezultati ovog istrazivanja upuéuju na zaklju¢ak da se unato€ primijeéenim
promjenama u li¢inkama pc€ela ne moze jednoznaéno re¢i ima i izlaganje
radiofrekvencijskom zra€enju Stetan u€inak na pcele te moze li dovesti do gubitka pcelinjih
zajednica. Smatram kako bi istrazivanje trebalo ponoviti na ve¢em broju li¢inki pcela, s
teziStem na izlaganje liinki koje se nalaze u sacu kako bi se smanijio stres uzrokovan

vadenjem li€inki iz saca.
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