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Апстракт
С обзиром на малобројне и контрадикторне податке о деловању нискофреквентних електромагнетних поља (НФ ЕМП) на панкреaс људи и животиња, посебно његовог ендокриног дела, циљ овог рада био је да се на анималном моделу испитају морфолошке карактеристике ендокриног панкреаса под дејством нискофреквентног електромагнетног поља (60 Hz, 50-60 V/m и 500 A/m) у трајању од 150 дана. НФ ЕМП-а су у нашим екперименталним условима довела до повећања броја, волуменске густине и нуклеоцитоплазматског односа, а смањења површина бета ћелија у односу на контролне животиње, што је знак  њихове повећане активности. Укратко сумирајући резултате добијене у овом раду можемо закључити да је боравак експерименталних животиња у НФ ЕМП-а узроковао морфолошке и морфометријске промене ендокрине компоненте панкреаса, Лангерхансових острва и бета ћелија.  Пошто инсулин, хормон који оне луче, има супротно деловање од глукагона и смањује ниво глукозе у крви резултати овог рада указују на могуће дијабетогено деловање ВФ ЕМП-а код пацова.  
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Abstract
Since the data about the effects of  low frequency electromagnetic field (LFEMF) on both human and animal pancreas are poor and contradictory, especially with reference to the endocrine parts, this paper aimed at testing both morphological  features of endocrine pancreas treated by high frequency electromagnetic field (60 Hz , 50-60 V/m and 500 A/m ) on an animal model over a 150-day period. Under our experimental conditions, the LFEMF caused the increase of number, volumetric density, and nucleocytoplasmic ratio and resulted in the decrease of beta cell surface in comparison with the control group, which reflected their boosted activity. To sum up the thesis results in this paper, caused both morphological and morphometric alterations of the endocrine component of pancreas, Langerhans islets and beta cells. Since insuline, the hormone they excrete, had the effect opposite to glucagone and decreased the level of blood glucose, the results of the study indicated a possible diabetogenic effect of LFEMF with rats. 
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УВОД 

	Истраживања заснована на испитивању утицаја нискофреквентних електромагнетних поља (НФ ЕМП) различитих карактеристика на органске системе дају веома разнолике и контрадикторне резултате. Многобројни научни радови указују на негативан утицај НФ ЕМП-а на живе организме у исто време када се ова поља користе у дијагностчке и терапијске сврхе лечења неких врста оболења (Gosset и сар., 2004). Ова проблематика се усложњава са чињеницом да је савремени човек окружен животним простором који је све више засићен вештачким НФ ЕМП-а  Урбанизација и боравак људи у радном окружењу које је непрестано под утицајем споменутих поља изазива многе болести савременог човека, а међу њима и дијабетес (Tomas и sar., 1999., Lowerth и Hоsker, 2004., Arimura и Shioda, 1995). 
	Чињеница да панкреас има велику моћ  регенерације, реорганизације, акомодације и адаптације после хируршких захвата, блажих некроза и цистичних стања (Andren и Dervenis, 2004), само усложњава испитивање утицаја НФ ЕМП на њега.  Промене изазване овим пољима на панкреас на морфолошком нивоу су мале и незнетне, али су на физиолошко стање веће и реверзибилне (Tomas и sar., 1999). Доказано је да важан детерминатор ефеката НФ ЕМП-а је степен васкуларизације органа, будући да је показано да ова поља остварују значајан утицај на циркулаторни систем. Са обзиром да је панкреас жлезда са изузетно добром прокрвљеношћу и великом брзином протока крви ова чињеница има велики значај (Orci и сар., 1975).  
Најзначајније и најинтересантније ћелије ендокриног панкреаса које су анализиране и у овом раду у односу на утицаје НФ ЕМП-а биле су бета ћелије. Експерименти панкреасних бета ћелија омогућила су испитивање механизама експресије гена одговорних за сазревање, формирање и одржавање бета ћелија у односу на НФ ЕМП-а (Hirota и сар., 2003). НФ ЕМП која су присутна у урбаним срединама (фреквенције од 50 до 60 Hz), којима су људи окружени свакодневно могла би бити један од узорка који доводе до све већег броја оболелих од дијабетеса (Yamaguchi, 2001). Показано је да НФ ЕМП при дужем деловању изазивају код пацова хипергликемију и смањују количину инсулина у крви. Детаљна обрада резултата је показала да је лучење инсулина у интервалу од нула до двадесет минута сигнификантно већи код животиња излаганих пољима него код контролних (Kolesova и сар., 1991). Овај и слични радови о могућем дијабетогеном деловању НФ ЕМП-а на експерименталне животиње, а и човека, били су потврда нашем раду.


МЕТОДОЛОГИЈА

	Испитивње утицаја нискофреквентних електромагнетних поља на бета ћелије ендокриног панкреаса извршено је на мужјацима пацова соја Wistar. Животиње су биле подељене у две групе: контролна група је имала десет животиња, док је група излагана НФ ЕМП-а имала девет животиња. Услови смештаја за обе групе животиња били су исти, што значи да су све животиње биле подвргнуте природном дневно-ноћном ритму светлости и мрака и температури ваздуха од око 22 °С. Обе групе животиња су храњене стандардном палетираном храном за лабораторијске животиње а воду, која је била истог квалитета за обе групе, узимале су по потреби. Током експеримента животиње су биле смештене по пет или шест у једном кавезу у простроијама Завода за физиологију Медицинског факултета у Новом Саду. Контролне животиње су држане у одвојеној просторији где није било никакве могућности да буду изложене утицају НФ ЕМП-а коришћених у експерименту. 
	Апаратура помоћу које је добијено НФ ЕМП  сачињавао је калем од жице дебљине 2,5 mm намотане у 1320 намотаја на дрвене рамове (“Novkabel”, Нови Сад, Србија). Калем је прикључен на струјну мрежу од 50 Hz,  220 V и 16 A и добијене су карактеристике ЕМП-а за излагање животиња: фреквенција од  50 Hz, индукција од 500 μT и јачина од 10 V/m. Кавези са животињама су постављени на 20 cm удаљености од калема симетрично са обе његове стране на дрвене плоче са гуменом подлогом како би се елиминисале механичке вибрације. 
Дисекцијом свих 19 животиња добијени панкреасу стављани у Буенов фиксатив, 48 сати, после чега су панкреаси испирани у 70 % етанолу са додатком јода, а затим су прослеђени кроз стандардну процедуру дехидратације, просветљења и калупљења у парафину. Добијени парафински калупи су сечени на Reichert-овом клизећем микротону у серијске пресеке дебљине 4 μm. Резови ткива панкреаса бојени су хематоксилин-еозин, Mallory-Azan, Masson и Викторија плаво 8GX-флоксин-светло зелено техником због најбоље диференцијације ендокриног панкреаса тј. Лангерхансових острва. За приказивање и локализацију свих ендокриних ћелија, па и бета ћелија острва коришћена је DAKO LSAB/HRP техника. Ради се о екстремно осетљивој и прилагодљивој имуноцитохемијској методи која у поређењу са АВС методом сензитивнија чак 8 пута.  Стереолошка анализа структурно-функционалне јединице ендокриног панкреаса вршена је употребом Weibel-овог многонаменског тестног система са 42 тестне тачке и 21 тестном линијом. На основу стереолошких и морфометријских испитивања одређени су следећи параметри: број, волуменска густина, површина и нуклеоцитоплазматски однос бета ћелија животиња које су боравиле у НФ ЕМП-у у односу на контролне животиње. 


ЦИЉ РАДА

С обзиром на малобројне податке о деловању НФ ЕМП-а на ендокрини панкрес експерименталних животиња, посебно бета ћелија, циљ овог рада био је да се на анималном моделу испитају морфолошке карактеристике бета ћелија ендокриног панкреаса под дејством НФ ЕМП.   
РЕЗУЛТАТИ       
Морфометријске, стереолошке и имуноцитохемијске методе у нашем раду омогућиле су детекцију и локализацију бета ћелија панкреаса контролних животиња и оних које су боравиле у НФ ЕМ пољима. Сви анализирани стереолошки параметри бета ћелија показали су промене вредности код животиња које су боравиле у споменутим пољима у односу на контролне  (Слике 1 и 2). Имуноцитохемијско бојење на инсулин омогућило је  да се сагледају промене броја, волуменске густине, површине и нуклеоцито-плазматског односа бета ћелија животиња које су боравиле у НФ ЕМП-у у односу на контролне животиње (Таб. 1). 

Табела 1.  Приказ вредности стереолошких парамета бета ћелија животиња које су боравиле у пољима НФ ЕМП-а и контролне групе

	
стереолошки параметри
	
контролна група животиња 
	животиње које су боравиле у НФ ЕМП-а 
	статистичка значајност података

	број бета ћелија
	23,5
	41,8
	р<0,05

	волуменска густина бета ћелија
	0,46
	0,49
	н. з.

	површина бета ћелија
	256
	245
	р<0,05

	нуклеоцитоплазматски однос бета ћелија
	0,312
	0,366
	р<0,05



	Морфометријски параметар који одређује број бета ћелија показао је да се број ових ћелија, статистички значајно, повећао за 56% код животиња које су боравиле у НФ ЕМП-а у односу на контролне (Таб. 1 и Граф. 1).  Волуменска густина бета ћелија знатно,статистички незначајно, расте код животиња које су биле излагане споменутим пољима у односу на контролне (Таб. 1 и Граф. 2). Површина бета ћелија је стереолошки параметар који се статистички значајно, смањио код панкреаса животиња које су боравиле у НФ ЕМП-а у односу на контролне (Таб. 1 и Граф. 3). Вредност нуклеоцитоплазматског односа је показао статистички значајан пораст код животиња које су излаге НФ ЕМП-а у односу на контролне (Таб. 1, Граф. 4 и Сл. 1 и 2).  

      
График  1. Однос броја бета ћелија контролне и групе животиња које су 
боравиле у НФ ЕМП-у 





График 2. Однос волуменских густина бета ћелија контролне и групе животиња које су боравиле у НФ ЕМП-у


График 3. Однос површина  бета ћелија  у μm2 контролне и групе животиња које су 
боравиле у НФ ЕМП-у


График 4. Однос нуклеоцитоплазматског односа бета ћелија контролне и групе животиња које су боравиле у НФ ЕМП-у

	У нашем експерименту бета ћелије су показале сензитивност на излагање НФ ЕМП-а, повећањем броја ћелија, волуменске густине и нуклеоцитоплазматског
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Слика 1. Контролна група животиња. Имуноцитохемија, х 100
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Слика 2. Зрачена група животиња. Имуноцитохемија, х 100

односа а смањењем површина у односу на бета ћелије панкреаса животиња које су биле контрола. Животиње које су биле у контролној групи имале су Лангерхансова острва са просветљеним бета ћелијама у центру, док су периферне бета ћелије и оне у  малим острвима биле са јаком имунореакцијом на инсулин, супротно овоме велика Лангерхансова острва животиња које су боравиле у НФ ЕМП-а нису имала просветљени централни део бета ћелија.

ДИСКУСИЈА
Анализа цитолошких и хистолошких карактеристика бета ћелија ендокриног панкреаса помоћу стереолошких и морфометријских метода показала је могуће узроке поремећаја глукозе и инсулина  у крви животиња које су боравиле у НФ ЕМП-у. У нашем раду дошло је до истовременог повећања броја и смањења површине бета ћелија у ендокрином панкреасу код групе животиња које су боравиле у НФ ЕМП-у у односу на контролу, што указује на њихову брзу пролиферацију због чега бета ћелије нису могле да достигну своју оптималну величину. НФ ЕМП-а су утицала на стварање нових бета ћелија, њиховом повећаном деобом. Доказано је да нове бета ћелије могу настати трансформацијом ацинусних или центроацинусних ћелија (Yamaguchi, 2001, Hirota и сар., 2003), затим од епителних ћелија малих изводних канала или (Orci и сар., 1975, ) од постојећих  матичних ћелија које су локализоване у епителу малих изводних канала (Tomas и sar., 1999), што се вероватно десило и у нашем случају. Бета ћелије  ендокриног панкреаса су показале промену у волуменској густини и нуклеоцитопламатском односу, тако што су оба стереолошка параметра повећала своје вредности,  између контролне групе и групе животиња излаганих НФ ЕМП-у. Повећање нуклеоцитоплазметског односа потврђује повећану активност бета ћелија ендокриног панкреаса у синтези и излучивању инсулина, па наводи на закључак да НФ ЕМП-а делују на ниво инсулина а самим тим и глукозе у крви пацова. У контролној групи животиња велика Лангерхансова острва су имала просветљене бета ћелије у центру, а њихове периферне бета ћелије и оне у  малим острвима биле су са јаком имунореакцијом на инсулин. Овакав налаз је у складу са ранијим подацима из литературе о хетерогености бета ћелија ендокриног панкреаса (Kolesova и сар., 1991 Yamaguchi, 2001). Централно локализоване ћелије осетљиве су на ниже концентрације глукозе од периферно постављених бета ћелија (Yamaguchi, 2001, Hirota и сар., 2003,   Orci и сар., 1975). У овом експерименту и мала и велика Лангерхансова острва животиња које су излагане НФ ЕМП-у, за разлику од контролних, показала су изузетно јаку реакцију на инсулин, зато нису имала просветљење централних бета ћелија. Овакав резултат може указивати или на поремећај излучивања инсулина или на веома брзу синтезу и нагомилавање гранула инсулина унутар ћелија. Код животиња, како контролних, тако и оних које су излагане НФ ЕМП-у, бета ћелије су уочаване и ван острва, унутар ацинуса или у склопу епитела изводних канала  (Kolesova и сар., 1991). 


ЗАКЉУЧАК
На основу спроведене хистолошке и стереолошке анализе ендокриног панкреаса лабораторијских животиња, које су 150 дана биле излагане НФ ЕМП-у карактеристика: 50 Hz, 500 μT и 10 V/m, можемо извести следеће закључке: 
● НФ ЕМП-а утичу на промену стреолошких параметара бета ћелија ендокриног панкреаса.
●  Променом морфологије НФ ЕМП-а утичу и на промену физиолошког статуса бета ћелија, синтезу и секрецију инсулина у крв пацова. 
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контрола	излагане	256	245	
Површина бета ћелија у μm2 
контрола	излагане	0.31200000000000006	0.3660000000000001	
Нуклеоцитоплазматски однос бета ћелија
контрола	излагане	23.5	41.8	
Број  бета  ћелија  по  Лангерхансовом  острву  
контрола	излагане	0.46	0.49000000000000005	
Волуменска густина бета ћелија 
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