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KIVONAT

A 2,4 GHz frekvencidji mikrohulldm bioldgiai hatasanak kutatdsa sordn
a szerzd vizsgélta a besugarzas pékélesztore (Saccharomyces cerevisiae-
re), valamint a biologiai médiumokat és enzimoldatokat alkoté vizre
torténd hatdsat. Az alkalmazott, optimalizdlt besugarzds nem véltoztatta
meg az élesztétenyészet normadl fizioldgids novekedését. Megallapithato,
hogy a 2,4 GHz frekvencidju mikrohulldim az €lesztd sejtmembranjanak
permeabilitdsdt a besugdrzds ideje alatt reverzibilisen és tranziensen
novelni képes, vagyis e folyamatokra bioldgiai értelemben vett hatés
érvényesiil. Ismertetésre keriil, hogy a taldlt jelenség detektdldsira az
antibakteridlis kloramfenikol, gentamicin €s neomicin antibiotikumok
riportermolekuldkként alkalmazhaték. Kimutathat6, hogy a mikrohulldm
a vizes kozegben véltozast képes el6idézni. A kifejlesztett rendszer
onmagédban alkalmas eszkoz a mikrohulldamui sugédrzas bioldgiai

hatdsainak vizsgdalatara.



ABSTRACT

The effect of 2,4 GHz microwave irradiation was examined on baker’s
yeast (Saccharomyces cerevisiae M26 strain) and on water, which is
present in all aqueous media and enzyme solutions. The applied
optimalized irradiation protocol did not alter the normal physiological
growth of the yeast cultures. In the course of the irradiation, a transitory
and reversible change take place in plasma membrane permeability of
Saccharomyces cerevisiae M26 cells. We can claim that in this process
the biological effect of microwave does exist. The observed
phenomenon can be detected with antibiotics: chloramphenicol,
gentamicin and neomycin used as reporter molecules. It was detected
that microwave induces changes in irradiated water. The applied
experimental system is an appropriate tool for researching biological

effects of radiofrequency electromagnetic irradiation.



1. BEVEZETES, CELKITUZES

1.1. Bevezetés

Az utébbi évtizedekben gyorsan né az elektromégneses, igy a
mikrohulldmud sugdrzést kibocsdté berendezések haszndlata mind ipari,
mind lakossagi korokben. A sugarzds kiilonbozd hatdsainak alapkutatdsa
nehezen tud 1épést tartani a nagymértékli hétkoznapi gyakorlati
alkalmazaskor felmeriil6 potenciélis hatdsokkal.

A Bioldgiai Rendszerek Miiszaki Intézetében régéta kutatds
targyét képezi a kiillonboz6 besugérzasi modszerek bioldgiai anyagokon
torténd vizsgalata, melynek sordn a besugdrzott anyagban lejatsz6do
fizikai és bioldgiai hatdsok meghatdrozdsat végzik (Neményi és mtsai,
2003). Megiéllapitottdk, hogy a mikrohullim hatdsa nem homogén
moédon érvényesiil, hanem a besugédrzott anyagban eltéré mértékil
felmelegedés és nagy hoeloszlasbeli kiilonbségek tapasztalhaték. A
mikrohullim haszndlatdval lehetéség nyilt példdul az ipari élesztd
hatékonyabb szaritasi eljardsdnak megvalésitdsara. A mikrohulldm és a
konvektiv  szdritécsatornds  eljards  kombindlt  alkalmazdsaval
megorizhetd (Berecz, 1999). A mikrohullimmal kombindlt eljards a
tejzsir meghatarozdsi modszer pontositisahoz vezetett; a nyers- és
fogyasztéi tej zsirtartama igy két szdzad pontossidggal meghatdrozhat6
(Lakatos, 2006; Neményi és mtsai, 2006). A mikrohulldm hat4sara egyes
biokémiai folyamatok fokozhatok. A besugédrzds hatdsara a cellobidz
enzim aktivitisa 25%-kal novelhetd (Lakatos, 2009; Lakatos és mtsai,

2009). Ennek alapjan feltételezik, hogy a mikrohullam hatéassal bir a



vizes kozegre, amely az enzimoldat, illetve az élesztotenyészetek
tdpoldatanak is meghatiroz6 alkotdja.

Az elektromagneses sugdrzds kiillonboz0 tartomdnyainak egyre
jobban ndé a felhasznilhatésdga. Az alapkutatis fontos feladata e
sugarzasok hatdsainak felderitése.

A mikrohullam megismeréséhez Percy Spencer, amerikai mérnok
1946-ban bekovetkezett véletlen felfedezése vezetett. A Raytheon cégnél
radarberendezésekhez magnetronok kifejlesztésén dolgozva vette észre,
hogy a mikrohullim mellékesen hokozlésre is képes. Ennek
koszonhetden alkalmazhatunk melegitésre mikrohullami késziilékeket
mindennapjaink haztartdsaban. A  gyakorlatban alkalmazott és
engedélyezett frekvencidknak és a lakossdg szdmara forgalomban 1évo
késziilékeknek folyamatosan Uj hatdsai fedezhetok fel, példaul uj
bioldgiai jelenségek megismerése révén. Ezek lehetnek az életmindséget
javité 4j modszerek és létesitmények, gydgydszati és élelmiszeripari
technoldgidk, de a kelld ismeret hidnya egyben kockazat és veszélyforras
is.

Bioldgiai hatds akkor jelentkezik, amikor az elektromagneses tér
hatdsara sejtszinten biofizikai és biokémiai valasz jon létre. Ezt az él6
szervezet vagy érzékeli, vagy nem. Tobb kutatdsi eredmény szerint a kis
térerejli elektromos jel hatdssal van a sejtmembrdnra, mert azon
elektrokémiai kolcsonhatdsokat indukdl (Panagopoulus és mtsai, 2002).
Ezek a sejt belsejébe az intracelluléris térbe transzdukélédva az ott zajlo
biokémiai folyamatokat ugy befolydsolhatjdk, hogy a sejt miikkdodésében

valtozas kovetkezhet be (Banik és mtsai, 2002).



1.2. Célkitiizések

Kutatdsaink célja a 2,45 GHz frekvencidgji mikrohullamui
besugarzds pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae)  sejtjeire,
mindenekel6tt a sejtmembranra gyakorolt hatdsanak, illetve a vizre,
mint a folyékony biol6giai médiumok nélkiilozhetetlen alkotorészére
torténd hatdsanak vizsgalata. Kutatdsainkat abban a reményben
végeztiik, hogy célkitlizéseink megvaldsulasaval hozzdjarulhatunk a
mikrohulldmd  sugdrzdssal foglalkoz6  alapkutatds jelenlegi
ismeretanyagdnak  boOvitéséhez.  Vizsgdlatainkkal az  aldbbi
kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Hatdssal van-e a 2,45 GHz frekvencidgji 37 °C konstans
homérsékletli besugirzds a Saccharomyces cerevisiaere, és
esetében kimutathaté-e un. bioldgiai hatas?

e Milyen véltozdsok kovetkeznek be az élesztd sejtmembdénjan,
amely az €106 sejt transzportfolyamatainak alapvetd szabalyozdja?

e Miben rejlik a 2,45 GHz frekvencidji folyamatos mikrohulldmu
besugarzas vizes kozegre Kkifejtett hatdsa, ill. milyen jellegli

valtozasok mennek végbe?



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A nemionizdlo elektromdgneses (EM) és rdadiofrekvencids
(RF) sugdrzds

A mesterséges nemionizal sugarforrasok szdma és kisugérzott
teljesitménye  hatalmas mértékben megnovekedett az elmdilt
évtizedekben. Mindennapjaink részévé valt az olyan késziilékek széles
kort alkalmazasa, melyek kiilonbozo hullamhosszisagi
elektromdgneses sugdrzast bocsiatanak ki. Ezek haszndlatdnak
engedélyezése a WHO (World Health Organization), az ICNIRP
(International Comission on Non-lonizing Radiation Protection) és a
Directive 2004/40/EC of the European Parliament and of the Council of
29 April irdnyelvei szerint torténik. A lehetséges artalmas és kedvezd
hatdsaik tanulméanyozasa el6térbe keriilt.

A nemionizdlé sugirzdsok a teljes elektromdgneses spektrum
azon részei, melyek energidja nem elegend6 ahhoz, hogy ionokat
képezzenek. Schiffmann (1979) kifejtette, hogy ez a sugdrzds
intramolekuldris és intermolekuldris kémiai kotés felhasitdsdra nem
képes, azaz nem ionizdl, hanem a molekuldk mozgdsat valtoztatja. A
nemionizal6 elektromagneses (EM) sugarzdsok hulldimhossza 100 nm és
a végtelen kozt van, energidja 12,4 eV-ndl kisebb. Ide tartoznak az
optikai sugdrzdsok, a nagyfrekvencids mikrohulldimi (MH) és
radidfrekvencids (RF) sugarzasok, az alacsony frekvencidju, valamint a
statikus elektromos és madgneses terek (1. dbra). Az optikai
sugarzasokhoz sorolhaté az ultraibolya sugdrzds, a lathaté fény és az
infravords  sugarzds. A radidfrekvencids sugarzds (RF) az

elektromédgneses  sugdrzdsnak  azon  frekvencidi,  amelyeken
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telekommunikaciés késziilékeket mukodtetnek. Ilyenek a vezetékes
telefonok, mobil kézikésziilékek, internet, WiFi, radid, radarsugirzds
stb. A radarsugirzds a légi-, vizi-, és Urkozlekedés navigdldsat, a
tavkozlést €s a meteorologiat szolgédlja. A radidadok az alacsonyabb

frekvenciasdvokat hasznaljak.
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1. dbra Az elektromdgneses sugdrzdsok fajtai

A magasabb frekvenciatartomanyokban a sugdrzdsok ionizal6
hatassal rendelkeznek, radioaktivak lehetnek, nuklearis reakciokat
képesek kivéltani, igy a molekuldk szerkezetében képesek vdltozast
okozni. Ennek részei a kozismert rontgen-, illetve a gamma- és
kozmikus sugédrzds. Kiemelt jelentéségliek, mert nagy energidjuk és
nagy penetraloképességiilk miatt az €16 szovetek sejtjeit karositjak,
nagyobb dézisban pedig gentikai mutacidkat okoznak.

Egy teljesen mds kategdéridba tartozik a mikrohullamu
frekvenciatartomdany, illetve az azalatti EM sugdrzdsok, melyek
nemionizdlé jellegliek. A mikrohullim energidja 300 GHz-nél
1,24 x 107 eV, ami nem magas érték. A nemionizalé sugarzdsok hatdsa
ezért mds természetll. Alacsonyabb frekvencidjuk és kisebb energidjuk
miatt kevésbé karositanak. A behatdskor reverzibilis folyamatokat
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feltételeznek (Orlando és mitsai, 2009). A sugarforrdsok egy része
mesterséges, mdsik része természetes. A Fold, Nap, az atmoszféra
természetes elektromos €s méigneses tereiben az ember évezredek 6ta él.
A lathat6 fény és hosugarzds rdadasul nélkiilozhetetlen az
életfolyamatokhoz. A mesterséges sugdrzasok mds Kkategdridba
tartoznak, mert azokat kiilonb6z0 berendezések keltik nagy mértékii
elektromégneses sugarzas kibocsajtasa révén.

Egymasnak ellentmond6 eredmények és  értelmezések
szerepelnek a szakirodalomban a nemionizdlé elektromdgneses
radidfrekvencids sugdrzds bioldgiai hatdsait, veszélyes jellegét és a
kiilonbozo felhasznalasi teriileteken tapasztalhatd technoldgiai elonyeit
illetoen. A hatasok kutatdsara alkalmazott frekvencia, valamint
teljesitmény és kezelési idotartam az egyes publikdcidkban nagyon
valtozo. (Geveke and Brunkhorst, 2003; Grundler és mtsai, 1977; Kim
€s mtsai, 1985). Fontos felhivni a figyelmet arra, hogy a
kozhaszndlatban 1évé mikrohullimid és mds késziilékek az
elektromégneses sugdrzds kibocsatdsa révén olyan hatdsokat fejtenek ki
a kozvetlen bioldgiai kornyezetiikre, amelyek még nem ismertek,

felderitetlenek. A hatdsok kutatdsa ezért mindenképpen sziikségszeri.

2.1.1. A mikrohulldm
A mikrohulldmu sugarzds (MH) a nemionizdlé sugdrzasokon

beliil az elektromdgneses spektrum ama része, melynek frekvencia-, ill.
hullimhossztartomanya 300 MHz-300 GHz, 1 m—-1 mm kozétt van
(Almassy, 1982; Méitay és Zombory, 2000; Schubert és Regier, 2005).
Ez a kozepes és a magas frekvenciasdvoknak felel meg. Megjegyzendo,
hogy az egyes tudomdnydgaknak megfeleléen a hatdrok az infravoros

fény, a terahertzes sugdrzds, a mikrohullimok és UHF radiéhullamok
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kozott eléggé szabadon értelmezettek . Egy hitelesnek tekintett definicio
D.M. Pozartél ered, aki szerint mikrohullimuinak tekintheto az a
sugdrzés, amely ,300 MHz (3-10° Hz) és 300 GHz (3-10'' Hz) kozti

2

valtakoz6 fesziiltségli jeleket ir le.” A mikrohulldmi tartomany a

kovetkezOképpen oszthaté fel:

e ultramagas frekvencia: ultra-high frequency (UHF) (0,3-3 GHz),
e szupermagas frekvencia: super high frequency (SHF) (3—30 GHz),
e extrémmagas frekvencia: extremely high frequency (EHF)

(30-300 GHz) jelek.

A mikrohulldmd sugdrzasok kiemelt felhaszndldsi teriiletei a
radarberendezések, a mobiltelefonhdlézat és a héaztartdsokban egyre
inkabb elterjedd mikrohulldmu siitdk. A gyakorlatban a hdéztartési,
kutatasi  célu, valamint  ipari  mikrohullimd  berendezések
miukodtetéséhez 915 MHz — 2,45 GHz frekvenciasdvot szabtak meg. A
haztartasi mikrohullama készulék altal keltett frekvencia 2,45 GHz. Ezt
haszndljdk fel hevitésre és emellett roncsoldsra, szaritasra, laboratériumi
sterilezésre €s mas félszintetikus folyamatokhoz is (D’Ovidio és mtsai,
2007; Ferreira és Glass, 1996; Pallai és mtsai, 2001; Saifuddin és mtsai,
2009).

A mikrohullama siitékben a sugarzdst a magnetron mikrohulldmu
generdtor bocsdjtja ki dgy, hogy az egyendramot mikrohulldmu
energiava alakitja. A Spencer (1946) éltal felfedezett mikrohulldam
kozismert hatdsa, hogy felmelegiti a besugdrzott anyagot. A
hagyomanyos hokozléstdl eltéroen a mikrohullamu kezeléskor a
besugarzott anyag teljes térfogatiban zajlanak a ho- és fizikokémiai

folyamatok. Ez és a mindennapi tapasztalataink is aldtdmasztjak, hogy
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az élelmiszerek mikrohullimi melegitéséhez joval rovidebb id6
sziikséges, mintha melegitésiiket hagyomanyos mdédon elektromos vagy
gaztiizhelyen végeznénk. Mikrohulldimu melegitéskor az elektromos
er6térben a dielektromos tulajdonsdggal biré kiilonbozé anyagok forgd
és rezgd mozgasaikkal mas-mas sebességgel kovetik a valtakozd dramot.
A szerves, szervetlen és bioldgiai anyagok relativ dielektromos dllandéja
alapvetéen a nedvességtartalomtdl, az iondsszetételtdl ¢és az
alkotéelemek fajhdjétdl fiigg (Szabd, 1990). Lakatos (2006) felhivta a
figyelmet arra, hogy eldényos tulajdonsigai ellenére a mikrohullamu
melegitést még nem nagy biztonsdggal hasznéljdk az élelmiszeriparban,
valamint mds ipardgakban. Ennek oka, hogy keveset tudunk az egyes
frekvencidk hatdsairdl, a heterogén valtakoz6 elektromos er6térrdl és az
élelmiszerek dielektromos jellemzdirdl (Géczi és Sembery, 2005). A
technikai ~ paraméterek  megvaltozdsa, adott  késziilédk nem
rendeltetésszerli vagy tulzott haszndlata, az ajtokeret deformalédédsa
fokozott veszélyt jelent (Thuréczy és Bakos, 2002). A mikrohullamu
energiakozlés lehet folyamatos, megszakitdsos vagy hdsokkot kivalto.
Egy adott késziilék maximdlis teljesitményleaddsdanak iddbeli
moduléldsaval érhetd el a kivant teljesitmény.

A mikrohullamu sugédrzas bioldgiai hatdsai a homérséklet
szempontjabol a kovetkezok lehetnek:

e termikus hatds (thermal effect): olyan homérsékletemelkedéssel
jar6 expozicié (2-8 W/g felett), amely 1 °C-ndl nagyobb
homérséklet-emelkedést okozhat, a besugarzott bioldgiai
objektum termoregulécidja ellenére.

e nemtermikus (non-thermal effect): nincs hdmérséklet-emelkedés,

tehat  biol6giai  objektumnak nem kell kompenzdlni
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termoreguldciés mechanizmusdval a besugarzds hohatdsat (0,5

W/g alatt) (Thuréczy és Bakos, 2002).

2.1.2. A mikrohulldm biologiai hatdsa
Egyre nagyobb az érdeklédés a mikrohulldimi (MH)

radidfrekvencids (RF) elektromédgneses (EM) sugdrzds biologiai
objektumokra gyakorolt hatdsa irdnt (Banik és mtsai, 2003; Belyaev,
2005). Az elektromdgneses sugdrzdsnak egészséget veszélyeztetd hatdsai
lehetnek, melyek kevéssé ismertek. Ezek kiemelkedden fontosak és
szigorl szabdlyozds alatt dllnak (EC Directive, 2004; ICNIRP, 1998). A
mikrohulldmud sugdrzasnak fizikai, fizikokémiai és bioldgiai hatdsai
vannak. Bioldgiai hatds akkor jelentkezik, amikor az elektromégneses tér
hatdsdra sejtszinten zalj6 biofizikai €s biokémiai vdlasz jon 1étre,
melyben a sejthartya is érintett. A kis térerejii elektromos jel hatdssal van
a sejtmembranra, mert azon elektrokémiai kolcsonhatdsokat indukél
(Panagopoulus és mtsai, 2002). Ezek a sejt belsejébe az intracellularis
térbe transzdukdlédva az ott zajlo6  biokémiai folyamatokat ugy
befolyasolhatjdk, hogy a sejt miikodésében valtozds kovetkezhet be
(Banik és mtsai, 2002). Ezt az €10 szervezet vagy érzékeli, vagy nem.

A bioldgiai hatdsra vonatkozé korai ismeretanyag a MH és RF
sugarzasok hohatdsardl szol. Ezek kozé tartozott az ideiglenes
nemzoképesség-csokkenés, sziirkehdlyog-képzddés. A mobiltelefonozds
rendkiviil széles kori elterjedése elkeriilhetetleniil szabta meg a
vizsgdlodas irdnyat. Mind a mai napig nincs konkluziv vélemény arra,
hogy a mobiltelefon 4rtalmas-e a felhaszndlé személyre. Az eddig
miikodd radidtelefon—halézatok a 420 MHz - 1,8 GHz-ig terjedd
diszkrét hullamokat haszndljak. A sugérforras fizikai elhelyezkedése és

tdvolsdga a szervezet célteriileteitdl meghatirozéd jelentdségii.
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Amennyiben kozel van, akkor nagy az elnyelddés (Thuréczy és Bakos,
2002). Az agysejtek plazmamembrdnjdn a besugirzas nemkivanatos
hatdsokat okozhat. A bioldgiai hatdsok kérdéskorében elsd helyen a
mutagén genotoxikus hatdsok vizsgdlata 4ll. A hatdsok kutatdsa
elsésorban a daganatkivalté hatds irdnydba torténik. Ezen a teriileten
kézenfekvd a DNS bazisszekvencidjanak megvaltozédsiat okozd hatdsok
kimutatdsa. A kisérleti adatok ebben a témdban nem szolgéltattak
konzekvens eredményt (Chou és mtsai, 1992; Ciurlica és mtsai, 2007;
Lai és Singh, 1996; Malyapa és mtsai, 1997). Ennek oka az egyes
vizsgélati koriilmények eltérd volta, a besugarzasi paraméterek nem
Osszevethetd mértéke. Az emberi szervezetet érintd hatdsokrol
informdciét adekvat epidemioldgiai adatok alapjan kaphatunk. Adott
populdciora érvényes, évtizedek alatt gyijtott megbetegedési
(morbiditdsi) és haldlozasi (mortalitdsi) mutatok adhatnak kielégitod
valaszt (Goldsmith, 1995; Parazzini és mtsai, 2007; Rothman, 1996;
Verschaeve, 1996). A human hatasok mérésére fantomokat hasznalnak.
Ezek imitdljadk az emberi test morfoldgiai €s anatémiai szerkezetét,
fizikai felépitését (viztartalom, szdrazanyag tartalom). Mérik a fantom
homérséklet—emelkedését, illetve meghatarozzdk annak egészségiigyi és
homérsékleti hatarértékeit (Thurdczy és Bakos, 2002). Az irdnyitott
besugarzasos vizsgédlatok sordn az adott kisérleti modellszervezetek,
szervek, sejtrendszerek lokalizdlt besugarzdsa sordan fellépd hatdsokat
mérik. A sugarzds hohatdsit a gydgyitdsban hamar haszndlni kezdték.
Igy a nagyfrekvencids sugérforrdsokat diatermids késziilék segitségével
az orvostudomany felhaszndlja a fizioterdpidban (Matay és Zombory,
2000). A termikus hatdsok tehat elég jol ismertek, ami kevésbé ismert,

az a nemtermikus hatas.
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A bioldgiai rendszerekben a mikrohulldmu sugérzas termikus és
nemtermikus hatdsdnak elsddleges célpontjai a vizmolekuldk, az ionos
toltéssel rendelkezd vegyiiletek és a dip6lusos makromolekuldk (Banik
és mtsai, 2003). Az €él0 szervezetekben a mikrohullam fizikai-kémiai
hatast valt ki az ionokra azok toltése miatt, a dipdlusos tulajdonsdggal
rendelkezd mikro- és makromolekuldkra azok inhomogén toltéseloszldsa
miatt, valamint az egyes sejtek kozotti kommunikaciora az elektrokémiai
potencidlgradiensben torténd folyamatos véltozds miatt. A nemionizald
sugarzasok bioldgiai hatdsa — mads fizikai dgensekhez hasonlé médon —
Osszefiigg a sejtekben a bioldgiai anyagot alkoté molekuldkban elnyelt
energidval. Bar a sugdrzds energidja nem elég a molekuldk szerkezeti
széttorésére, felszini toltésviszonyaik, illetve a molekuldk Kkiilsé
elektronfelhdjének alakjai médosulhatnak (Banik €s mtsai, 2003). Ezen
terek sejt-, sejtorganellum-, illetve makromolekuldris szintli biolégiai
hatdsai megnyilvanulhatnak a sejteket hatdrolé6 plazmamembranok
szerkezetének és funkcidinak moédosuldsaiban, illetve olyan jelatviteli
folyamatok reverzibilis €s irreverzibilis valtozasdban, melyek helyszine
a sejtmag €s a kiilonféle membranrendszerek.

A mikrohullim  hatdsa a  sejtekre: A  mikrohullam
mikroorganizmusokra és mas sejttipusokra gyakorolt hatdsa sokféle és
nagyon kiilonb6z6. Pusztitd, sterilizdlé hatdsa az orvostudomanyban, a
kiilonbozd laboratériumi eljardsokban és az iparban hasznosithatd.
Viltoztathatja a sejt és a genom szerkezetét, illetve lehet élettartamot és
szaporodast megvaltoztatd, valamint anyagcsere-modositd hatasa.
Mindez ablakjelenség formdjdban jelentkezik, tehat példaul az élesztd
vagy mas mikroorganizmusok mikrohulldmu besugarzasakor bizonyos

frekvencia-, teljesitmény-, és expozicids 1d0 értékeknél a sejtek,
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makromolekulak kozott erdsek a kolcsonhatasok, ezen értékeken kiviil
nincs kolcsonhatds. Ezt tdmasztja ald, hogy diploid, vad tipusid
Saccharomyces cerevisiae élesztotorzson 41.8-42.0 GHz
frekvenciatartomanyban legfeljebb 15%-os novekedés- €s legfeljebb
29%-o0s sejtszamcsokkenést mértek (Grundler és mtsai, 1977). A 2-12,4
GHz-es frekvenciasdvban 100 MHz-es 1é€ptékben besugarzott pékélesztd
ndvekedési maximuma értéke 2,1 €s 5 GHz kozé tehetd Thourel és mtsai
(1975) kutatdsai alapjan. Crouizer és mtsai (2009) a mikrohulldam 9,71
GHz-es pulzéltatott mezdjii elektromdgneses sugérzas élesztdsejtekre
gyakorolt hatdsat kutatjdk, eredményeik szerint a sejten beliili
organellumokban a szabadgyokok termelése megnd, az élesztosejtek
vitalitdisa azonban nem vdltozik. Egyes esetekben a besugarzas
serkenthet kiilonb6z0 fizioldgiai folyamatokat, befolydsolhatja a
sejtciklust, médosithatja a sejtszaporodést. A kukoricandvény sejtjeiben
példaul a kiillonbozé besugarzasi iddtartamoktdl fiiggden valtozott a
fotoszintetikus pigmentek szdma (Ursache és mtsai, 2007). A
mikrohullim nem befolydsolja a S. cerevisiae UV dltal indukalt
mutagenezisét, de a sejtek DNS-rekombindcidjat gyorsithatja. Diploid
D7 S. cerevisiae torzset kezeltek 61,02-61,42 GHz frekvencigji 0,13
mW cm? mikrohullimmal 30 percig, majd UV-sugarzdssal 60 percig.
Az UV-sugarzds indukdlta mutagenezis a kezelés hatdsara nem
befolydsolhatd, az élesztdsejtek rekombindciés folyamata azonban
eldsegithetd (Pakhomova és mtsai, 1997). Azonos besugarzasi protokoll
hatdssal van az E. coli tenyészetek logaritmikus, illetve stacioner
novekedési szaporodasi szakaszdara. A mikrohulldmra a sejtek denzitdsuk
fliggvényében reagaltak, ami sejt—sejt kommunikacidra utal. Az egyedi

sejtekhez  képest a sejtszuszpenzié hatékonyabban reagil az
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elektromédgneses mezore, feltehetden az intercelluldris kommunikacié
miatt (Shcheglov és mtsai, 2002).

A mikrohulldm hatdsa a sejtmembrdnra: A sugirzisnak a
sejtmembran szerkezetében és milkkodésében okozott lehetséges hatdsait
napjainkig vizsgdljdk. Kezdetben a sejtmembranban 1évé kalciumion
csatorndk miikodését vizsgalatdk, a rajtuk ki- és bearamlé Ca®* jonokat
mérték. A Ca™ kulcsfontossdgd az agyszovet élettani folyamatai
szempontjabol, igy ennek az EM-tér hatdsira bekovetkezd valtozdsa
Osszefiigg az agyi funkciéban és metabolizmusban mért valtozasokkal.
Az eredmények szerint az amplitidomodulalt RF és mikrohulldmu tér
noveli a Ca** kidramlésat (Blackmann és Blanchard, 1994; Repachol,
1998). Az akut h6hatédssal jaré mikrohulldmu besugarzas noveli az olyan
vegyiiletek bejutdsit az agyszovetbe, melyek normadlisan miikodo vér—
agy—gaton keresztiil nem jutndnak at (Thurdczy és Bakos, 2002). Ez arra
utal, hogy a normdl koriilmények kozott gatld és védod funkcidval bird
vér-agy gat milkodése megvaltozhat. Ez 0Osszefiiggésben van a
permeabilitadsvaltozds lokdlis agyi keringésmetabolizmus valtozadsaval és
a homérséklettel is (Fritze és Sommer, 1997; Lin és mtsai, 1998). A 2,45
GHz-es mikrohulldmu besugérzas hatdsaként egyrétegi liposzomak p-
nitrofenil-acetdt  felvételét vizsgdltdk. A  liposzémdba  épitett
szénsavanhidrdz enzim szubsztratuma a liposzéman kiviili térben 1évo p-
nitrofenil-acetdt molekula, melybdl abban az esetben szabadul fel
hidrolizis utjan p-nitrofenil, ha bejut a liposzomaba. Az alkalmazott
besugarzds novelte a p-nitrofenil-acetit felvételét, mikdozben nem
valtoztatta meg a liposzomastruktira integritdsat (Orlando és mtsai,
1994). A foszfatidilkolin- liposzoméba épitett 5(6)-karbofluoreszcein

marker besugdrzas hatdsdra a liposzomdbdl kiszabadulva fluoreszkalva

16



jelezte az éateresztoképesség novekedését. Mivel ez hagyomanyos
melegités esetén elmaradt, a jelenség nemtermikus hatdsdnak
tulajdonithaté (Saalman €s mtsai, 1991). Mesterséges, kettds rétegli
lipidmembranba épitett gramicidin-A proteincsatorndk dimerizéacidja 10
GHz frekvencidju, pulzaltatott besugdrzas hatdsara az elvarttal szemben
a homérséklet és az expozicids idd novelésével csokkent, amit szintén a
mikrohullim nemtermikus hatdsdval magyardznak (Sandblom és
Theander, 1991). Mitokondriumok respirdcids aktivitisdban és
membranjuk integritdsdban a besugdrzas ideje alatt dtmenetileg fellépd
(tranziens) valtozast allapitottak meg (Dutton és mtsai, 1984). A 2,45
GHz frekvencidju besugarzas hatdsara a homérséklet emelkedésétdl €s a
sejtciklus  dllapotatdl  fiiggetlen irreverzibilis hatast, csokkent
sejtszaporoddst tapasztaltak (Ottenbreit s mtsai, 1981). Megéllapitottak,
hogy a hdmérséklet jelentOs tényez6 a sejthdrtya mikrohulldim hatasara
bekovetkezo funkciondlis és strukturdlis valtozdsdban (Liburdy és Penn,
1984). Ennek oka, hogy a sejthartya fluiditisa a besugdrzaskor a
homérséklet emelkedésével valtozik (Martin €s mtsai, 2009; Phelan és
mtsai, 1992). Sajin és munkatarsai (2000) abbdl kovetkeztettek a
besugdrzott humdn eritrocita-sejtmembrdn tranziens és reverzibilis
permeabilitisndvekedésére, hogy az eritrocitdk hemoglobinvesztése nem
a sejt lizise utjan, hanem a membranon képzddd mikropdrusokon
keresztiil tortént. ValOszinlsithetd, hogy késébb a természetes
védOmechanizmusok in situ javitjak a sériilt membrant. Ezzel ellentétben
a humén T-limfociték és az Escherichia coli baktérium mutdns sejtjeinek
besugarzasos vizsgdlatai sordn nem tapasztaltak sejtmembrant érintd
hatdst (Guven és mtsai, 2006; Pennequin és mtsai, 2000). A

mikrohulldm hatdsat élettelen szoveti sejtek festési eljardsaindl is
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felhaszndljdk (Van Ginneken és mtsai, 1999). A szovetek festddése két
Iépésben torténik: az elsd 1épésben a festék diffunddl a sejtbe a
plazmamembranon keresztiil, a m4sodik 1épésben pedig az intercelluléris
térben kotodik a szubsztraitumhoz. A diffizié fizikai folyamat, amit a
mikrohulldm nagy mértékben képes gyorsitani. A szubsztraitumhoz val6
kotodés fizikokémiai folyamat, ezért a mikrohullim szerepe e
tekintetben sok tényezotdl fiigg. Mindenesetre a mikroszkopizaldshoz
hasznalt festési eljarasok ideje ezaltal rovidithetd, ami az orvosi
gyakorlatban gyorsabb diagnézist tesz lehetdvé. A hisztolégidban a
mikrohulldimd technika alkamazdsit Mayers (1970) vezette be.
Immunhisztokémiai vizsgédlatok sordn hasznosithatd, melyeknél az
antigén—antitest-kotddés fokozhaté (Long és Buggs, 2008), tovabba a
szovetfestéshez haszndlt vegyiiletekbdl a mikrohulldm alkalmazésaval
kisebb koncentracié is elegendd (Feirabend és Ploeger, 1991). A
mikrohulldmd melegités nem ellenjavallott a hagyomanyos melegitéssel
szemben, mert jol kimutathaté mindségi festett vizsgélati objektumot
eredményez (Emerson és mtsai, 2006).

Feltételezésiink szerint a mikrohulldim hatdssal van az
élesztdsejtek és mas sejttipusok fizioldgids mitkddésére. Befolydsolhatja
a sejtek szaporoddsat és vitalitdsit, modosithatja a normél szaporodasi
profilt. Feltételezziik, hogy a besugdrzds véltoztathatja a sejthartya
szerkezetét és mukodését is. Nemcsak a sejthartya
szubsztratumspecifikus proteincsatorndin keresztiili transzportra lehet
hatdssal, hanem emellett hatdssal birhat a membrant alkot6 foszfolipid—
molekuldkra is: valtoztathatja a molekuldk kozti surlédast, illetve a

membranstruktira integritasat.
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2.1.3. A mikrohulldm hatdsa vizes kozegekre
A vizmolekula a kiilonb6z0 vizes kozegekben zajlo fizioldgids

folyamatok nélkiilozhetetlen alkotdeleme. Biokémiai szempontbdl a
makromolekuldk koriili viz lehet: kotott, félig vagy lazdn kotott, ill.
szabad 4llapotd. Szilard, folyékony és gdz halmazallapotban is létezd
eltérd szerkezete miatt is jelentds. A vizmolekulat felépité hidrogén- és
oxigénatomok eltéré elektronegativitdsa miatt a viz 4lland6 dipdlus
momentummal bir. Emiatt a rd hat6 elektromos mezdvel elfordithatd,
igy koveti a véltakozé dramot az elektromos erdtérben. A bioldgiai
struktdrdk egy részére a nagyon alacsony szintli energia is hatdssal van.
Ilyenek a hidrogénkotést tartalmazé molekuldk, amelyekben nagyon kis
energiakdzvetités mellett protoncsere megy végbe. Dipdlusos
polarizalhatésaguk utjan energiaszintjiik novelhetd (Schubert és Regier,
2005). A viz dielektromos dllanddjanak értéke nagyon magas, ezért
képes az elektromos energia tdroldsdra és az elektromossdg vezetésére.
(Géczi, 2002).

Geletyuk ¢és munkatarsai (1995) 42,25 GHz frekvencidju
besugdrzassal  vizsgdltdk a  Ca®*-aktivalt  kaliumion-csatornak
kalciumionokhoz valé affinitdsit. Ezutin vizes oldatok ugyanezen
frekvencidval torténd besugédrzdsdnak hatdsat vizsgéltdk a Ca2+—fiigg6
K'-csatorndk miikddésbeli véltozdsainak kimutatdsdval. A beugdrzott
vizes kozegbe keriild ioncsatorndk aktivitisa moddosul, szemben a
kontrolloldatban tapasztaltakkal. A hatds 10-15 perc utdn csillapszik.
Ennek oka feltehetden az, hogy az oldat elvesziti csatornamddositd
tulajdonsagait, vagy a csatorndk oldattal szembeni érzékenysége
megszlinik. A 9,5 GHz-es frekvencia elektromédgneses hatdsaként a
sporazas fizioldgids enzimjeinek aktivdldsa, illetve az aktivitds

csOkkentése tortént a besugdrzott vizben. A vizes oldat bizonyos ideig
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meglrzi a besugdrzast kovetden szerzett tulajdonsdgait, vagyis
memoriaképességgel bir (Fesenko és mtsai, 1995; Rai és mtsai, 1994). A
vizmemoria fogalmardl megoszlanak a szakvélemények. Mindmaig nem
ismert a véltozdsok mibenléte, mikdzben bizonyos korok, mint példaul a
paramedicindlis tudomany, illetve az alternativ gydgydszat a hatdst mar
j6i deje alkamazza a gyakorlatban. A viz jelen van minden ¢é10
szervezetben, bioldgiai anyagban. A mikrohulldmu hatds nagymértékben
fligg az egyes szovetek, szovettipusok viztartalmatdl. A viz j
tulajdonsdgainak kutatdsa és megismerése emiatt feltétleniil indokolt.
Eldzetes kutatdsi eredmények szerint a 2,4 GHz-es besugirzds hatdsara
cellobidz-enzimoldatban ndvelhetd az enzimmikodés aktivitidsa
(Lakatos, 2009). A cellobidz szubsztraituma a cellobiéz nevii dimer
molekula, melyet az enzim a kovalens kotés felszakitdsaval
glikézmonomerekre bont. Ez a folyamat a mikrohullim hatasara
fokozhat6 (Lakatos ¢és mtsai, 2009). A hatds kimutatdsa
spektrofotometrids méréssel tortént. Az enzimmiikddés soran keletkezd
glik6zmonomerek mennyiségétdl fiiggben mds-mds szinintenzitds
mutathat6 ki. Az enzim aktivitdsaban bekodvetkezett valtozas okdra nincs
pontos magyardzat. Stanisavljev és mtsai (2007) azt tapasztaltdk, hogy a
mikrohulldm befolyédsolja vizoldatok elektrolizissebességét. A hatés
homérsékletfiiggd; alacsony hdmérsékleten a besugarzas novelte, magas
hémérsékleten pedig csokkentette az elektrolizis sebességét.
Feltételezziik, hogy a vizsgalatok sordn besugérzott anyagban a
mikrohullam hatassal lehet az enzimre, a szubsztratumra, €s ezen kivul
még magat az oldatot alkot6 vizes kozegre is. Ezt a dolgozatban leirt
médon  kivantuk  kimutatni  vizes kozegek célzott besugarzdsos

vizsgélataival.
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2.2. A pékéleszté (Saccharomyces cerevisiae) fobb tulajdonsdgai

Sokféle €16 organizmuson vizsgaljdk a kis és nagy frekvencidju
elektromégneses sugarzds hatdsat, tobbek kozott élesztOsejteken is. Az
élesztogombdk az ipari alkalmazds mellett jelentések az elméleti
sejtbiologiai  kutatdsokban. Az élesztOsejt anatomidjat, fizioldgidjat,
genetikai jellemzoOit €s az alkalmazott mikrobioldgidban betoltott
szerepét az egyes bioldgiai, orvosi, €lelmiszertechnoldgiai és mas ipari
tudoményéagak folyamatosan kutatjak.

A tomlésgombdk (Ascomycota) torzse, Saccharomycetes
osztdlydnak, Saccharomycetales rendjébe tartozé6 Saccharomyces
cerevisiae (sor- vagy pékélesztd) régéta haszndlt eukaridta
modellszervezet. Konnyen és gyorsan szaporithatd, biokémiai és
genetikai szempontbdl jol ismert. Egysejtli szervezetként szaporodik,
tenyésztésiik konnyen szinkronizédlhat6. A sejtek mérete és morfolégidja
alapjan megallapithatd, hogy a sejt a sejtciklus melyik fazisdban van, igy
kivdl6  objektum a  sejtciklus  kutatdsiban. = Haplo-diplonta
fejlodésmenetii, jol elkiilonithetd generativ (ivaros) és vegetativ
(ivartalan) szakasszal (2. dbra). Az ivaros szaporodas végeredményeként
meidzissal  keletkez0  haploid (n) aszkospérdk  bimbdzassal
sokszorozodnak (ivartalan ciklus). Ellentétes nemi jellegiiknél fogva
ezek az n sejtek egyesiilhetnek (ivaros ciklus), és az immar diploid (2n)
sejtek szintén bimbozdssal sokszorozodva 2n telepet hoznak 1étre, ami
nemzedékeken 4t fennmaradhat. Azok a 2n sejtek, amelyekben
végbemegy majd a meidzis, aszkusszd (tomlové) alakulnak, benniik

haploid aszkospoérdk képzddnek.
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2.4bra. A Saccharomyces cerevisiae életciklusa (Jakucs és Vajna, 2003)

A sejtciklus eseményeinek idobeli ardnyait a kornyezet fizikai, kémiai és
bioldgiai tényezdi nagymértékben befolydsoljak (Jakucs é€s Vajna, 2003;
Lew, 2000; Rupe, 2002). A meidzist és spoérazast daltaldban
tdpanyaghidny véltja ki. A S. cerevisiae szaporoddsanak optimalis
homérséklete 37°C (Dedk, 1998). Szaporodasi dinamikdjat elméleti
modellek kidolgozdsdval és az azokat igazold sejtosztdédas—
vizsgalatokkal, a felszaporodott sejtek mennyiségi mérésével kutatjak
(Cipollina et al., 2007; Hatzis és Porro, 2006). A sejtek a kezdeti
lappangési (lag) fazisbol egy dtmeneti, rovid ideig tartd gyorsuldsi
szakaszba 1épnek. Ezutdn exponencidlis (logaritmusos) szaporodast
mutatnak, amit lassuldsi, majd allanddsult (stacioner) fazis zar. Ekkor
maximalis a sejtkoncentracio a tenyészetben. Ezutdn a sejtek hanyatlo,
végiil pusztuldsi szakaszba keriilnek (Dedk, 1998). A sejtek pusztuldsa a
tenyésztd kozegben programozott sejthaldl dtjan torténik (Severin és
mtsai, 2008). A S. cerevisiae generacios ideje 120 perc, ami alatt a sejtek

megkettézodnek.
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Az éleszté olyan egysejti gomba, melynek eukariotikus
sejtstruktirdja van, ami joval fejlettebb, mint a prokaridta szervezeteké.

Az élesztésejt protoplazmdjat a sejthartya (-membrdn) veszi
koriil, amit két rétegbdl all6 sejtfal hatarol. Ennek kiils6 rétege 0,05 um
vastagsagu, a belsd, 0,2 um-es rétege tovabbi harom rétegre kiilonithetd
(Charpenter, 1977; Schwartz és Azar, 1981). A sejtfal szerkezetét oligo-
gliikkoprotein-, oligo-mannoprotein-, lipid- és kitinmolekuldk épitik fel.
A sejtfal belsd vazat poliszacharidfibrillumok matrixba &4gyazott
glikdnhdlézata épiti  fel, melyhez foszfomanno-proteinmolekuldk
kapcsolédnak kovalens kotéssel. A sejtfalstruktirat a fehérjék
diszulfidkotései stabilizaljdk (lasd: Biré és mtsai, 2001). A belso réteget
B-1,3- és B-1,6-gliikan, valamint kevés kitin alkotja. Ehhez kapcsol6dnak
a kiilsé réteg mannoproteinjei (3. dbra). A sejtfal a sejtet kiviilrdl érd
mechanikai er6kkel szemben védd, merev abroncsszerti struktira, mely
nem €l6, de szerves €s folyamatosan alakul6 része a sejtnek.
Texturdjanak tdg porusain keresztill az anyagok dramldsa bizonyos
mértékig zavartalan (Scherrer €s mtsai, 1974). Kiilonb6z6 enzimek:
szintetdzok, hidroldzok és mas sejtfalbontd enzimek helyezkednek el a
sejtfalban. Az emésztéenzimek a sejten kiviili térbe valasztdédnak ki,
akaddlytalanul haladnak a sejtfalon keresztiil kifelé. A sejt felszinének
kialakitasaban a funkcionalis és szerkezeti elemek, enzimek, az
immunogének, valamint a sejtek kozti kapcsolatot lehetdvé tevo
molekuldk szerepelnek (Griffin, 1993). A sejtfal Osszetételétdl fiiggden
véltozik az egyes mutans torzsek életképessége (Terapic és mtsai, 2004).
A kiilsé  sejtfalréteg  mannoproteinjeitdl  fiiggéen  korlatozott
sejtfalporozitds alakul ki, ami a kiilonb6z6 mannoprotein—mutins

torzsek estében mas és mas (De Nobel és Barnett, 1991). A
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periplazmatikus tér, amely a sejtmembran és a sejtfal belso rétege kozt

helyezkedik el, sajatos enzimeket lokalizal.
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3. dbra. A Saccharomyces cerevisiae sejtfalanak szerkezete
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1941/figure/ch21.f1/?report=objectonly)

Az élesztOsejtnek a baktériumokkal ellentétben komplex és
specidlis membranfajtdii vannak. A kettds rétegli, foszfolipid-
plazmamembran 7,5 nm vastagsigi. Benne a lipidmolekulak
aszimmetrikusan helyezkednek el. A belsd rétegben a foszfatidil-
etanolamin-, -inozitol, -szerin-molekulak vannak nagyobb
mennyiségben, mig a kiils6 réteg foszfatidil-kolinban  és
szfingolipidekben gazdagabb. A magasabb rendii eukariotikhoz képest
az élesztok membranja koleszterol helyett ergoszterolban gazdagabb
(Van der Rest és mtsai, 1995). A sejthartya szemifluid, azaz félig
folyékony struktira, melynek tobb funkcidja van. A citoplazmadt
koriilveszi, igy a sejttel ondlléan miikodo, €16 egységet alkot, befelé
pedig a sejtet részekre osztja. Kiviilrdl fizikailag és kémiailag hatarolja
€s védi a sejtet a kiilsd kornyezettdl. Rajta keresztiil egyrészt szelektiv

transzport, vagyis a nélkiilozhetetlen anyagok felvétele és leaddsa zajlik.
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Masrészt a kornyezet toxikus anyagait nem engedi bejutni a sejtbe. Ez a
funkcié bizonyos kiilsé és belsd hatdsokra megvaltozhat. Mechanikai,
fizikai, kémiai behatdsok, a kornyezet kiillonbozd természetes és
mesterséges sugdrzdsai befolydssal lehetnek erre. A szelektivitds
megszlinésével toxikus és mds hatéanyagok juthatnak a sejtbe; az ilyen
folyamatok fontos teriiletét képezik a kiilonbdz6 kutatdsoknak.

A plazmamembran-transzportnak tobb fajtija van. A passziv
transzport nem igényel energiat. llyen az egyszert diffizid, mellyel a kis
hidroféb molekuldk és bizonyos mértékig a polaros molekuldk
transzportdlddnak. A membréanban feloldodni képtelen kis molekulak a
membranfehérjék kozremiikodésével szallitddnak, facilitdlt diffazidval.
Ez lehet egyrészt transzmembran-fehérjecsatorna 4ltal kozvetitett
folyamat, melynek miikodése szabalyozhat6; igy széllitédnak példaul az
ionok. Mdsrészt lehet un. carrier-fehérjék segitségével torténd folyamat,
melynél nincs csatorna, hanem a fehérje megkdti a transzportdland6
anyagot, ami konforméciévaltozdst kovetéen dtjut a sejthartyan. Igy
zajlik a poldros molekuldk (pl. gliikkdz, szacharéz) transzoportja.
Ugynevezett uniport torténik egyik irdnyb6l a mésikba. Kotranszport
esetén két molekula széllitisa egyidejliileg valésul meg. Ha ez egy
irdnyba torténik, akkor szimportrél (pl. Na'/gliik6z), ha ellentétes
irdnyba torténik, akkor antiportrél (pl. Na*/Ca®") beszéliink (Van der
Rest és mtsai, 1995). Az aktiv transzport energiabefektetést igényel,
mely ATP-szintézissel valosul meg. Nagyobb molekuldk szallitdsa
fagoszémaban, vezikulumokban vagy mesterséges liposzémaba
csomagoltan endocitdzis, illetve exocitdzis utjan torténik. Ilyenkor a
liposzomamembran €s a sejthartya Osszeolvadnak, é€s a liposzoma

tartalma bekeriil a sejtbe (Fischer, 2000).
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A lipidmolekuldk a sejthértya sikjdban laterdlis irdnyban rotacids
(forgd), 1ill. vibricidés (rezgd), a sejthartya sikjdra merdlegesen
transzverzalis irdnyban pedig flip-flop mozgasokat végeznek (4. dbra) és
ekozben egymadssal helyet is cserélhetnek. A membranban globuléris
proteinek  vannak, amik a lipidmolekuldk kozott szabadon
elmozdulhatnak. A lipidmolekuldk szerepet jatszanak a plazmamembran
proteinjeinek aktivitisdban. Az elmondottak ellenére a sejthértya

miikodési mechanizmusair6l hidnyosak az ismereteink.
lateralis diffuzio

transzverzalis flip-

000000,
\

\
ap ;’
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4. dbra. A lipidmolekuldk mozgéstipusai a sejthartydban (Alberts és mtsai, 2008)

Az élesztOsejt genetikai dllomédnya az eukariotikus sejtmagban és
a citoplazma egyes organellumaiban (plazmidokban,
mitokondriumokban) oszlik meg.

A mitokondriumok az eukariotikus sejtek nélkiilozhetetlen
sejtszervei, melyek a sejtlégzésért feleldsek. Feladatuk a sejt
energiaellatdsdnak biztositdsa ATP-szintézis tutjan. A sejt fiziologiai
allapotatol, a tenyésztés koriilményeitdl, a sejtciklustdl fiiggden a
mitokondriumok folyamatosan véltoznak a sejtekben. Aerobidzisban

szamuk és nagysaguk n6 (Pon és Schatz, 1991). Autonémidjukat sajat
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DNS-iik és fehérjeszintetizal6 rendszeriik adja. A mitokondridlis genom
anyai agon atoroklodik a sarjsejtek kopuldcidjaval (Yang és mtsai,
1999). Az élesztok genetikai vizsgalatai igazoljak, hogy ezeknek az
eukariotikus  sejteknek a mitokondriuma endoszimbidzis 1tjan
bekebelezett alfa-proteobaktériumbdl szarmazik (Gabaldén and Huynen,
2007; Gray és Doolittle, 1982).

Az endoszimbidzisos elképzelést szamos bizonyiték tdmasztja ald
(pl. Alberts és mtsai, 2008; Fischer, 2000; Schwartz és Azar, 1981). A
mitokondriumok mind a méretiiket, mind az alakjukat tekintve nagyon
hasonlék a ma él6 baktériumokhoz és osztodasra képesek. DNS-iik
hasonlé a prokaritdkéhoz. Fehérjeszintetizalé appardtusuk szintén a
prokariotikus fehérjeszintetizal6 rendszerhez hasonlit. A legmeggy6z6bb
bizonyitékot a mitokondriumok endoszimbidzisos eredetére azok a
koztes dllapotok jelentik az eukaridta fejlodésben, amelyek még ma is
fellelhetdk. Vannak olyan Osi eukaridtara hasonlitd, ma €16 eukariotikus
sejtek, melyek oxigénszegény kornyezetben, példaul a bélben élnek, és
nincs mitokondriumuk. Ilyen példdaul a diplomonad. Az amdba
Pelomyxa palustrisnak szintén nincs mitokondriuma, ennek ellenére
oxidativ metabolizmust folytat, mert a citoplazm4jaban baktériumok
élnek. Az aerob baktériumokban a plazmamembréin felelos a 1€gzési
energia termelésért. Az eukariotikus szervezetekben a mitokondrium
atvette ezt a funkciét a citoplazmamembrantdl, ezért a plazmamembran
Uj feladatokat lathat el. Az eukariotikus sejtek plazmamembranja tehat
jelentdsen kiilonbozové vélt a prokariotikus sejthartyatél, mikozben a
mitokondrium membranja prokariotikus eredetii.

A riboszéma a citoplazmaban elhelyezkedd, riboszomalis RNS-

bdl és fehérjékbdl 4ll6 sejtszervecske. Feladata a sejt miikodéséhez és
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felépitéséhez sziikséges fehérjék szintéziseinek (transzlacidnak) a
biztositdsa. Minden él0lény sejtjeiben megtaldlhat6ak, nagyobb szdmban
a citoplazmaban, a durva endoplazmatikus retikulum felszinén, a
mitokondriumokban és a plasztiszokban fordulnak eld. Az élesztdsejtnek
kétfajta riboszomdja van. Eukariotikus tipusi riboszémdi a
citoplazmaban, a prokariotikus tipusi riboszOmaszerelvényei a
mitokondriumokban taldlhatok. A riboszomdk mérete megkozelitdleg
20 nm, ezért csak elektronmikroszképpal lathatok. 65%-ban
riboszomalis RNS-t, 35%-ban fehérjét tartalmaznak. Két részbdl, egy kis
€s egy nagy alegységbdl dllnak. Méretiik kifejezésére a Svedberg-
egységet haszndljak, igy az eukariétak riboszomdjanak nagysdga 80 S, a
prokariétdké 70 S (Alberts és mitsai, 2008; Szeberényi, 1999). A
riboszomdk felszinén torténik a transzlacid, azaz a fehérjeszintézis,

amelyben mind a rRNS, mind a riboszomalis fehérjék részt vesznek.

2.3. Antibakteridlis antibiotikumok jellemzése

A fermentdciés és mds ipardgak a mikrobioldgiai eljarasoknal
antibiotikum hozzdadéasaval teszik lehetévé a folyamatok sterilitdsat.
Gombak tenyésztésekor a kontamindcié elkeriilése végett széles
spektrumi  antibakteridlis  antibiotikumok  haszndlatosak. A
kovetkezOkben bemutatjuk azokat, amelyeket az élesztd tenyésztésekor
magunk is hasznéltunk.

A kloramfenikolok  széles  spektrumud  antibakteridlis
antibiotikumok, melyek gyakorlatilag az Osszes — Gram-negativ és
Gram-pozitiv — baktériumokra hatdsosak, kivéve a Mycobacterium
tuberculosist. A Kkloramfenikolt el6szor a Streptomyces venezuelae
tenyészetének sziirletébdl izoldltdk Ehrlich és munkatdrsai 1947-ben.

Napjainkban nem biolégiai, hanem mesterséges tton nyerik. Moldris
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tomege 323,132 g/mol. Kémiai szerkezete egyszerli, két
aszimmetriacentruma van, ami 4 lehetséges izomert eredményez.
Koziiliik csak a kloromicetin nevii D(-)-treo-izomer hatdsos. Ennek
szerves és szervetlen séformai a kiilonboz6 kloramfenikolok (5. abra).
Toxicitasuk jelentds, emiatt csak ritkdn és foleg a fejlédd orszagokban
haszndlatosak gyogykezelésekben (Gergely, 2003). Nemkivanatos
mellékhatdsa hangstlyozandd, mely a hematotoxicitds két formdjdban
nyilvdnul meg (Aktories és mtsai, 2005). Az egyik az aplasztikus
anémia, mely a voroscsontveld ritkdn eléfordulé haldlos kimenetelli
karosoddsa. Ez a Dbevitt doézistol fiiggetleniil jelentkezik.
Hatasmechanizmusa pontosan nem ismert. Ritkan a kloramfenikol képes
bejutni pl. a vordscsontveld Ossejtjeibe a sejthartydn keresztiil, amire
madig nincs magyardzat. A masik nemkivanatos jelenség a kloramfenikol
adagolésatol fiiggden a vérképzés reverzibilis gitlasdban nyilvanulhat
meg. Tehat az utols6é bevitelt kovetden iddvel a vérképzd funkcid
helyredll. A kloramfenikolmolekula a prokariotikus proteinszintézist
gatolja riboszomalis szinten (Bottger és mtsai, 2001). Nevezetesen a 70S
riboszomdk 50S alegységéhez kotddve akaddlyozza a peptidkotés
létrejottét és a riboszoma elmozdulasat az mRNS-szdlon (Gergely,

2003).
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5. abra. A kloramfenikol szerkezeti képlete

A gentamicin és a neomycin az  aminoglikozid
antibiotikumcsoport képviseloi (6., 7. dbra). Ezek is széles spektrumu
antibakterialis antibiotikumok, de anaerob mikrobakra, valamint anaerob
koriilmények kozt hatdstalanok. Ezek kis molekuldji anyagok, melyek
szulfattal alkotott s6i keriilnek alkalmazdsra. A  gentamicin
molekulatomege 477,597 g/mol, a neomycin szulfité pedig 908,87
g/mol. Baktericid hatdsukat a fehérjeszintézis blokkoldsdval fejtik ki.
Hidba kotédik az mRNS a riboszomdhoz, az aminoglikozidok
szelektiven kapcsolédnak a  bakteridlis 70S riboszémak 30S
alegységéhez. Ennek kovetkeztében zavar tdmad a transzkripcidéban, ami
hibas transzlacidhoz vezet (Gergely, 2003). Az utébbi kutatdsok szerint
az aminoglitkozidok tdmadaspontjai és bekotddési helyei elsdsorban a
riboszomdlis RNS-molekuldk, illetve kevésbé a riboszomalis fehérjék
(Vincens és Westhof, 2003). Toxikus mellékhatasaikként a
humangydgyaszatban  el6fordulnak  allergids  jelenségek, a
neuromuszkuldris szinapszisok blokkja, a hallészerv karosoddsa
(Aktories és mtsai, 2005). Nefrotoxikus hatdsuk az adagolastol fiiggden
jelentkezhet. A vese tubuluszsejtjei aktiv transzportfolyamat révén

felveszik a hatéanyagot €s az endoszOma, valamint lizoszoma nevi
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sejtszervekben akkumuléljak. A sejt telitddésekor jelentkeznek a toxikus
tilnetek (Mingeot-Leclercq és mtsai, 1999).

Az antibakteridlis antibiotikumokként szdmon tartott kis
molekuldji kloramfenikol, gentamicin és neomicin elvileg tehat
hatastalanok a gombdkkal szemben, feltehetéen azért, mert nem jutnak
at azok eukariotikus sejthartydjan (Gyires és mtsai, 2011). Ezzel
szemben a gombdkbdl izoldlt prokarita eredetli mitokondridlis
riboszomdk érzékenyek ezekre a protocelluldris proteinszintézisre hato

antibiotikumokra (Hardman és mtsai, 2001; Zhang és mtsai, 2005).
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6. dbra. A gentamicin szerkezeti képlete
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7. dbra. A neomycin szerkezeti képlete
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2.4. Antifungdlis antibiotikumok jellemzése

A S. cerevisiaere és mas gombdkra az antifungilis
antibiotikumok hatnak. Ilyenek az amfotericin B, a flukonazol, a
flucitozin €s az itrakonazol. A polién tipusu antibiotikumokhoz tartozé
nisztatin, pimaricin és amfotericin B a sejthartyat karosité fungisztatikus
molekuldk, melyek a membran &teresztOképességét fokozzdk, és az
ionok, ill. az aminosavak kidramlasat teszik lehetové. A klotrimazol,
mikonazol, ekonazol, bifonazol, tiokonazol, omokonazol olyan
azolvegyiiletek, melyek a sejthartyat alkot6 ergoszterol szintézisét

gatoljak.
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3. ANYAG ES MODSZER

A nemtermikus mikrohullamu hatdst kiilonb6z6
berendezésekben, cellularis és szubcellularis szintd struktirdkon a
Biologiai Rendszerek Miszaki Intézetében kutattuk. A besugarzds
hatdsit egyrészt a folyékony kozegben 1év0 él6 sejtes rendszeren a
Saccharomyces cerevisiae (pékélesztd) tenyészetén. Megvizsgaltuk
madsrészt a mikrohulldm hatdsat a bioldgiai médiumokat alkoté vizes

oldatra.

3.1. A pékéleszto besugdrzdsdnak vizsgdlata

A mikrohulldmi hatds él16 sejtrendszerekre irdnyuld kutatdsat
kifejezetten mikrobiologiai vizsgdlatok céljara kialakitott feltételek

mellett, steril koriilmények kozott végeztiik.

3.1.1. Mikroorganizmus, torzstenyészet
A vizsgélatokhoz Saccharomyces cerevisiae M26 torzset

(NYME-MEK Bioldgiai Rendszerek Miiszaki Intézete) alkalmaztunk (8.
4bra). Ezt a torzset a Budafoki Eleszté- és Szeszgyarbdl szarmazé ipari
pékélesztobdl izoldltuk. Tapoldatbdl (1. tablazat) szarmazé inokulumbol
inditott, rdzatott folyadékkultirdkat inkubdltunk 37 °C-on, 12 6rdig. A
felszaporitott tenyészetbdl kloramfenikol-gliik6z-agar taptalajjal (Yeast
Glucose Chloramphenicol, Biolab CGA20500) megontott Petri—
lemezekre szélesztettiink, majd azokon termosztitban 48 6raig 37 °C-on
telepeket novesztettiink. Az izolalt telepekbdl kloramfenikol-gliik6z
ferdeagar—tdptalajon (2. tdblazat, Biolab CGA20500), 37 °C-on 48 6rdn

at tenyésztettiik a torzset. E tenyészeteket hiitében 8 °C-on taroltuk a
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felhaszndldsig. Meghatdrozott idokozonkénti atoltdssal folyamatosan

fenntartjuk a torzset.

8. dbra. Saccharomyces cerevisiae M26 torzstenyészete

3.1.2. A kisérleti sejtrendszer kialakitdsa

A torzs izoldlasit szolgdlé tenyésztésekhez és fenntartd
tenyészethez kloramfenikol-glilk6z szilaird agartaptalajt (Biolab
CGA20500) alkalmaztunk (2. tdblazat). A tenyésztéshez és
sejtszaporitidshoz haszndlt YGC folyékony kozegeket (1. tdbldzat)
sziikkség esetén a vizsgdlt antibiotikumokkal egészitettiik ki. Ezek
végkoncentracidja a tdpkozegben: a kloramfenikolé (Chloramphenicol,
Pharmacopea Hungarica XV) 20,0 mg/L", a gentamiciné (Gentamicin-
chinoin 40 mg injekcid, Sanofi-aventis Zrt.) 22,2 mg/L'l, a neomyciné
(Neomycin sulfate, Pharmacopea Hungarica XV) pedig 25,7 mg/L™". Az
egyes antibiotikumokbdl membranszirdvel (0.22 um Millipore steril
filter, ref.: SLGVO033RS) sterilre szt torzsoldatokat készitettiink. A
vizsgélatokhoz sterilizalt eszkdzoket hasznéltunk. A folyékony és szilard
kozegek (1., 2. tablazat) sterilizdlasit autokldvban 121 °C
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homérsékleten, 20 percig végeztik (Gergely, 2003). Mianyag
pipettahegyeket foliahegesztéssel szepardltan csomagolva haztartdsi
mikrohulldmd késziilékben 25 percig, 200 Watt teljesitménnyel

sterilizaltunk (Sanborn és mtsai, 1982).

1. tdbldzat. A tenyésztéshez haszndlt tdpoldat dsszetétele

Mennyiség (g/L)

Osszetevé R
desztillalt viz
Glik6z—monohidrat (Labomark Kit.) 5
Kazein—pepton (Merck) 5
Elesztékivonat (Merck) 5
Ammédnium—dihidrogén—foszfat (Merck) 1

A tapoldat pH-jat NaOH-oldattal 7,2-re allitottuk be.

2. tablazat. Szilard tdpkozeg (Biolab CGA20500)

Osszetevé Mennyiseg (g/L)

desztillalt viz
Pepton 5
Glikoz 20
Kloramfenikol 0,2
Agar 14,8

A kibntés és dermedés el6tt a pH-1 6,6 =
0,2-re allitottuk.

A S. cerevisiae normdl fiziologids szaporoddsdnak vizsgdlata
optimdlis  koriilmények kozott: A kisérletsorozatot megel6zden
megfigyeltik a S. cerevisiae M26 torzs ndovekedési tulajdonsigait a
késobbiekben alkalmazandé kisérleti koriilmények kozott. Az
€lesztotorzs tapoldatos tenyészeteinek szaporitdsa sordn meghatirozott
1d6k6zonként mértiik az optikai denzitdst (OD) Densichek™ késziilékkel
(bioMerieux Sa., 69280 Marcy I’Etoile, France7.) és a hozza tartoz6

skdla alapjan szamitottuk az aktudlis sejtszadmot (3. tablazat).
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3. tablazat. A skdla egyes optikai denzitds (OD)—¢értékeihez tartoz6 sejtszamértékek

Optikai denzitas (OD)

McFarland (McF) skéla Eleszt6sejtszam/30ml 550 nm=ngl
] 3x10° 0,25
2 6 x10° 0,50
3 9 x10° 0,75
4 12 x10° 1,00
5 15 x10° 1,25

Minden mintavétel alkalmdval fénymikroszképpal ellendriztik a
tdpoldatos tenyészet sterilitdsat. Megvizsgdltuk a sejtmorfoldgiat és azt,
hogy a lat6térben vannak-e szaporodo sejtek. Metilénkékes festéssel azt
is vizsgéltuk, hogy jelen vannak-e a folyadékkultirdban elpusztult
sejtek, és ennek mértéke Osszhangban van-e a tenyészet életciklusdnak
adott szakaszaval. A 9. dbra egy exponencidlis fazisban levd tenyészet
fénymikroszkopos képe. A kapott szaporoddsi gorbe referenciaként

szolgélt a besugarzasi kisérletekhez.

9. dbra. A Saccharomyces cerevisiae
5-10 pum méretii 0szt6do sejtjei (—: 5 um)

36



Adott inkubéciés idopontokhoz tartozé6 OD-értéknél a sejteket
kitenyésztettilk  Petri-csészén kloramfenikol-gliikkéz agartdptalajon
(Biolab CGA20500), hogy a telepszdm és a mért OD Kkorreldcigjat
megallapitsuk. Szabdlyos, reprodukdlhaté kisérleti rendszert nyertiink,
amely az 0sszes vizsgalat alapjaul szolgalt.

Kisérleti  tdpoldatos  tenyészet:  Kisérleti  rendszeriinket
meghatdrozott optikai denzitdsi primer tenyészetbdl inokuldltuk. A
primer tdpoldatos tenyészet készitésekor a pékélesztd ferdeagaros
torzstenyészetbdl 90 ml tdpoldatba inokuldltunk, majd 37 °C-on 12 éran
at razatva (160 rpm) inkubaltuk. A kisérleti tdpoldatos tenyészeteket a
primer folyékony tenyészettel megegyez0 mennyiségli és Osszetételll
tdpoldatban, azonos térfogati lombikokban készitettiik el6. A primer
tenyészetbdl mindig azonos inokulummennyiséggel, azonos idépontban
oltottunk 4t a kisérleti lombikokba, igy azonos fazisban 1év0, egymassal
0sszehasonlithat6 szekunder tenyészeteken végeztiik a vizsgalatot.
Ennek alapjan lehetdvé valt az egyes besugdrzasi kisérletek

Osszehasonlithatosaga.

3.1.3. Konstans homérsékletii mikrohullamii besugdrzdsi protokoll
A sejtkultirdkat Model MARS® (Microwave Accelerated

Reaction System, CEM Corporation, Matthews, North Carolina 28106)
mikrohullamu berendezésben kezeltiik (10a. abra).

A késziilék alapvetd funkcidja kiilonb6z0 anyagok ipari céld
feltardsa, roncsoldsa, magas nyomdson (max. 1500 psi) és magas
homérsékleten (max. 300 °C) torténd emésztése, illetve mas, szintetikus
analitikai folyamatok végzése. A folyamatos teljesitményleadds az
eljardsok gyorsasdgiat és a minta altal elnyelt teljesitmény jobb

meghatdrozasat teszi lehetdvé, mert igy elkeriilheté a teljesitmény
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modulalt leaddsdbdl adodé pontatlansdg. A késziilék belsd terében a
mintdk helyzete adott pozicioban fixalhato, igy az adott mikrohullamu
kezelés jol reprodukdlhat6. A teljesitmény leadds igen széles
tartomanyban szabdlyozhat6. A minta homérsékletét folyamatosan méri
a referencia—mintatartoba vezetett szenzor. A mintatartok anyaga teflon,
mely nem nyeli el a sugdrzast, igy az csillapitatlanul bejut a kezelni
kivant mintdba. A teflon mintatarté tovabbi el6nye, hogy a
szilardsag/sily ardnya optimalizalt, gyors lehlilésre képes, igy nem
sziikséges vizfiirdét vagy kiilsé hiitési mechanizmust alkalmazni a
besugarzisos kezelés utin. A berendezés programozhatdsiga lehetdvé
teszi, hogy az eredeti felhasznélési teriilet mellett, alacsony nyomds és
hémérsékleti viszonyok kozott menjenek végbe és reprodukalhatdak
legyenek a besugarzasi kisérletek.

A besugarzas 2,45 GHz, a teljesitmény szakaszos leaddsdval 50
Watt (400W 12%-a), 37 °C konstans homérsékleti, 1égkori nyomdsu
protokoll szerint zajlott. Az egyes kisérleti tipusok szerint mdis-mds
besugarzasi idot alkalmaztunk. A kisérleti tenyészetek a novekedés
exponencidlis fazisdnak kezdeti szakaszdban, azaz az inokuldlast kovetd
120. percben, egyidejiileg kaptdk a besugarzast. A mikrohulldmi
besugarzds sordn a sejtkultirdkat autokldvban (VAPOSTERI, BMT
Brnenska Medicinska Technika a. s., A Labor) sterilezett, 37 °C-ra
elOmelegitett teflon mintatartokban tartottuk a kezel6térben. A
besugarzis teljes ideje alatt a sejtkultirak hdmérsékletértékét ekvivalens
térfogati referencia mintatartéba helyezett szdloptikdval kovettiik
nyomon.

A mikrohulldim nem termikus hatdsdnak vizsgdlata miatt az

inkubdldsi koriilményeknek megfeleld, dllandé 37 °C-os homérsékletet
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biztositottunk, amit a ,,status: holding at 37 °C” program kivalasztasdval

val6sitottunk meg (10b. 4bra).

10a. dbra. Microwave Accelerated Reaction System, Model MARS™
mikrohullamu késziilék kezelOterében teflonmintatartokban
elhelyezett besugarazott tenyészetek és hdmérsékletmérd szaloptikdval
felszerelt referencia—mintatarto

METHOD: &L1 - Beaker
STRGE 1 OF 1 "~y 12% 488l

o pm ﬁ71215 00. ODBAR G.‘Bd‘

M 45:80
STATUS:HOLDING AT ¢

10b. dbra: A besugarzdsi protokollhoz hasznalt program

A tdpoldatos tenyészetek inkubdldsa és a besugdrzds hatdsainak
kimutatdsa: A mikrohulldmu besugdrzasi idOtartam kivételével a kisérlet
teljes ideje (24 O6ra) alatt minden sejtkultdrat rézatdssal (160 rpm),
termosztitban (VENTICELL, MMM Medcenter Einrichtungen GmbH),
37 °C homérsékleten inkubdltunk (11. dbra). Meghatédrozott idénként
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(120 perc) mintat vettiink és megmértiik az optikai denzitdst Densichek-
késziilékkel. Minden kisérletben egy-egy tapoldatos tenyészetbdl adott
inkubdcids iddpontban vett 6t pirhuzamos minta OD-értékét mértiik,
majd  4tlagokat és  szérdst  szdmoltunk.  Fénymikroszképpal
megvizsgdltuk a tenyésztési 1d0 egyes szakaszaiban a sejtek
morfolégidjat, valamint ellendriztik a sterilitdst. A kisérleteket
haromszor ismételtiik, és tendencidjdban minden alkalommal ugyanazt

az eredményt kaptuk.

11. abra. T4poldatos élesztokultirdk tenyésztése termosztatban val6 razatdssal

A kisérleti adatok rogzitését és az eredmények statisztikai
analizisét Microsoft® Office Excel 2003 (ver.11.5612.5606) program
segitségével végeztik. Az adatok egyfaktoros varianciaanalizisét
(ANOVA) tablazatokban megjelenitettiik.

Més-mds mikrohulldmu besugdrzasi id6tartam és a tapoldathoz

adagolt antibiotikumok (kloramfenikol, gentamicin, neomicin-szulfat)
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kiilonbozé koncentracidinak hatdsit megvizsgdlva a kovetkezd
kisérleteket végeztiik:
1) Mikrohullamui besugdrzdsi vizsgdlatok tapoldatos
élesztotenyészeteken:
Felvettiik a besugéarzasi kisérletekhez hasznélt élesztotorzs fiziologids
szaporodasi profiljat. A kutatds elsé stddiumdban megvizsgaltuk, hogy
az élesztd folyadékkultirds tenyészeteinek szaporoddsdban okoz-e
valtozast a mikrohulldamui behatds. Ehhez a két parhuzamos tépoldatos
tenyészet 45 perces besugdrzast kapott, szemben a madsik két
parhuzamos, azonos hOmérsékleten inkubdlt, besugirzdsmentes
kontrollmintaval. Ezutdn megvizsgaltuk, hogy az alkalmazott protokoll
kiilonbozé besugdrzdasi ido6tartamai milyen hatdssal vannak az
élesztosejtek szaporodasdra. Téapoldatos tenyészetekben kiilonb6z6
idétartamu: 0, 5, 10, 20, 30, 40 és 45 perces besugarzds hatdsat mértiik.
2) Antibiotikumot tartalmazo élesztotenyészetek besugdrzdsi
kisérlete:

A kloramfenikollal kiegészitett tdpoldatban ellendriztiik az élesztd
szaporodasi mértékét. Megvizsgaltuk, milyen hatdst indukdl a
mikrohulldm az antibiotikumot tartalmazé oldatba inokulélt élesztOtorzs
45 percig tarté besugdrzasa esetén. A folyadékkultirak besugérzasi ideje
alatt jelenlévod kloramfenikol hatdsat vizsgalva figyeltilk meg el6szor a
szakirodalomban nem leirt novekedésgatlasi jelenséget. A kisérlet
tobbszori ismétlésével bebizonyitottuk, hogy a mikrohulldm 4ltal
indukalt hatas reprodukélhatd.

A jelenséget teszteltik a sugdrhatds kimutatdsdra alkalmas
aminoglikozid tipusd antibiotikumok (gentamicin és neomicin)

alkalmazasdval is. A sejthalal bekovetkezése indirekt modon a
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plazmamembran-permeabilités valtozdsanak kovetkezményeként
értékelheto.

3) Antibiotikumot kiilonbozo koncentrdciokban tartalmazo
tenyészetek besugdrzdsi vizsgdlatai konstans mikrohulldmi
paraméterek mellett:

Bizonyitani szerettilk volna, hogy a fent leirt hatdst, vagyis az
antibakteridlis antibiotikumok élesztd sejtekre kifejtett hatdsat valoban a
mikrohulldm  indukélta. Emiatt az antibiotikumot kiilonb6zd
koncentraciokban tartalmazéd élesztd tenyészetek novekedését
vizsgaltuk azonos, 30 perces besugarzasi feltételek mellett.

4) Kiilonbozo besugdrzasi idotartamok hatdsdnak vizsgadlata
vdltozatlan mennyiségii antibiotikumot tartalmazo tenyészetek
novekedésére:

Antibiotikumot konstans koncentracidban tartalmazé élesztotenyészetek
kiilonboz6 iddtartami besugarzasanak (0, 5, 10, 20, 30, 40 perc) hatdsat
vizsgaltuk kloramfenikol, gentamicin és neomycin esetében. A vizsgalat

célja egy optimalis besugarzasi id6 meghatarozasa volt.

3.2. Avizes kozeg besugdrzdsdnak vizsgdlata

Stanisavljev (2007) eredménye alapjan, miszerint a mikrohullam
befolydsolja a KOH vizes oldatianak -elektrolizisét, mi is a viz
elektrolizisén keresztiil mértik a mikrohulldim vizbonté hatdsit. A
kiillonbozé vizes mintdk (4. tablazat) térfogata minden kisérletben

azonos (200 mL) volt.
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4. tablazat. A NaCl 1%-os vizes oldataval végzett kezelések

Kiindulasi és végs6

Kezeles hémersékleti ertek
Mikrohulldmu( besugarzas 12°C -45°C
F&z6lapon valoé melegités 12°C -45°C

Besugarzas—és

oy 12°C
melegitésmentes

3.2.1. A viztartalmi folyadékmintdk mikrohullamii besugdrzdsa:
A mikrohullimd besugéarzast FISO MWS-4 hoémérsékletmérd

szaloptikaval ellatott PANASONIC NNF 653 WF haztartasi
mikrohulldmu késziilékben végeztiik (12. dbra), a kovetkezd besugirzasi
protokoll szerint: 2.45 GHz, 100W, folyamatos teljesitményleadés, 50
perc, 12 °C— 45 °C.

A viélasztott programot a mikrohullamu késziilékhez csatlakoz6
szamitégép vezérelte. A besugarzds sordn a minta homérsékletének
folyamatos valtozasat Fabry—Perot—féle interferomterids elven miikodo,
beépitett szdloptika kovette nyomon. A teflonmintatarté (atmérd: 85
mm, magassag: 60 mm, Urtartalom: 340 ml) a forgétanyér kozepén
helyezkedik el. Koriilotte négy teflonhenger (dtmérd: 38 mm, magassag:
100 mm, Grtartalom: 113 ml) 90 ml 12 °C hémérsékletii csapvizzel toltve
csillapitottan juttatja a mikrohulldmu sugarakat a kozponti minta felé,

igy a kezel6tér homogenitasat un. vizcsapdaként biztositja.
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12. dbra. FISO MWS-4 hémérsékletmérd szaloptikaval elldtott
PANASONIC NNF 653 WF tipusi haztartdsi mikrohulldmu
késziilék

3.2.2. Elektrolizises vizsgdlat:
A mintdk elektrolizisét Hofmann—voltaméter késziilékben (13.

abra) konstans folyadéktérfogatban, 24V, illetve 12V fesziiltség
alkalmazasdval a besugarzast kovetden azonnal, 24 h, illetve 48 h
elteltével végeztiik.

A mikrohulldim vizes folyadékmintdkra kifejtett hatdsit az
elektrolizis sebességének mérésével detektaltuk. Amikor dram halad at a
Hofmann- késziilékben, az anédon O,-gidz, a katédon H,-gaz fejlodik,
mely helyettesiti a cs6ben 1évé folyadékot. A kalibrdlt csdben a
folyadéktérfogat csokkend szintje alapjdn mérhetd a sebesség. A fejlodod

gazok jelenléte égéssel és pukkand hang észlelésével detektalhato.

Az elektrolizis el6tt és utdn mértiikk a mintdk pH—értékét.
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Water

Oxygen Hydrogen

Anode

valtags

13. abra: Hofmann—voltaméter késziilék

Az alabbi tipusu kisérleteket végeztiik el:

1) Avizes kozeg elektrolizisének mérése:
A kezdeti kisérletek soran megvizsgéltuk, hogy a mikrohullimmal
besugdrzott vizes minta elektrolizise, valamint mind a besugérzastol,
mind a melegitéstdl mentes kontrollminta elektrolizise kozott van-e
eltérés. Ezzel foleg a besugdrzds termikus hatdsat vizsgéltuk.

2) A mikrohulldam nemtermikus hatdsdanak vizsgdlata

elektrolizdltatott vizes kozegben:

A tovabbiakban a mikrohulldim nemtermikus hatdsdra dsszpontosultak a
vizsgdlatok. Két hokozlési mddszer, a mikrohulldm és a fézdélapon vald
melegités kozti kiilonbséget hasonlitottuk 6ssze. A fézdlapon vald
melegités ugy tortént, hogy az id6—hdmérséklet fiiggvényében jelentkezd

hémérsékletértékek azonosak voltak a besugdrzott mintdban jelentkezd
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homérsékleti paraméterekkel. A két mintat tehat egyidejiileg ugyanarrdl
a kiinduldsi homérsékletrdl azonos idOtartam alatt azonos 1€péskozzel
melegitve vizsgiltuk, hogy van-e kiilonbség a mikrohullimmal
besugarzott, és a féz6lapon melegitett vizes minta kozt.
3) A mikrohullamii besugdrzads hatoidejének vizsgdlata:

Vizes mintdk besugdrzdsa utdn vizsgaltuk a mikrohulldm hatéidejét. A
besugarazott vizes minta esetében tapasztalt mikrohullimd hatés
idobeliségére vonatkozo kisérleteket végeztiink. Megvizsgéltuk, hogy a
hagyomanyos melegitéssel szemben a besugarazott minta mennyi ideig
Orzi meg a mikrohulldm éaltal kivéltott valtozést a behatdstdl szamitva. A
mintdkat a besugérzast kovetden 24, illetve 48 ordig szobahdmérsékleten

tartottuk, majd az elektrolizis mérésével ellendriztiik a hatast.
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4. EREDMENYEK

4.1. A 2,45 GHz mikrohullam hatdsa az élesztogombdra

4) A mikrohulldm hatdsa az élesztore és szaporoddsi profiljdra:

A kezdeti kisérletekben a besugarzas tobbféle moddjanak
alkalmazasaval sikeriilt megtaldlni az 0Osszes vizsgalat folyaman
kovetkezetesen hasznalt, megfeleld besugarzasi paramétereket, amelyek
nem kdérositottdk az élesztOsejteket, s6t az optimalizalt besugdrzasi
protokoll (2,4 GHz, 37 °C, 50 Watt) lehetOvé tette az élesztOtorzs
tdpoldatos tenyészeteinek zavartalan, normal fiziol6gids novekedését,
vagyis a besugdrzott tipoldatos tenyészetek sejtszaporoddsa nem tért el a
kontrolltenyészetek normal fiziol6gids profilt mutatd sejtszaporodasatol.
Az 5-45 perces, kiilonbozd besugarzdsi idotartamok nincsenek
szignifikdns hatdssal a vizsgalt torzs novekedésére (14. dbra). A
grafikonon a pontok az egyes inkubacids idOpontokhoz és besugdrzasi
id6tartamhoz tartozé 6t parhuzamos mérési adat atlagét jelzik. Az dbra
elOkisérlet eredményeit tartalmazza, melynek sordn a Saccharomyces
cerevisiae M26 torzs fiziol6gids szaporoddsat vizsgaltuk, és bedllitottuk
az indit6 inokulummennyiséget valamint a tenyésztési rendszert. Stabil
kisérleti sejtrendszert hoztunk igy létre, amellyel a besugéarzéasos
vizsgalatok reprodukdlhatéak voltak. A 615 és 855 perces (15. és 16.
atlagahoz képest az egyes besugirzasi idOkhoz tartozd értékek 4dtlagai
nem kiilonboznek szignifikdnsan (95%-o0s szinten). Az
oszlopdiagrammokon (15., 16., 18., 19., 20., 21., 22. 4dbra) az atlag és +
szoras értékeket feltiintettiik. A jelzett szoras ért€kek mindegyike
elhanyagolhat6an kicsi. A variacids koefficiens (CV) értékek mindeniitt
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<1%. Ebbd6l megallapithatd, hogy a mérérendszer kelld pontossaggal
mikodik.

45 -
. —e— 0 min besugarzas
—=— 5 min besugarzas
3517 10 min besugarzas
'g 3 H 20 min besugarzas
2 55 | \—*%—30 min besugarzas //
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14. abra. Kiilonb6z6 besugarzasi idok hatdsa a Saccharomyces cerevisiae
tapoldatos tenyészeteinek novekedésére (besugarzasi protokoll: 2,4 GHz,
37 °C, 50 Watt)
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15. 4bra. Kiilonb6z6 besugarzasi idok hatdsa a Saccharomyces
cerevisiae tapoldatos tenyészeteinek novekedésére 615 perc inkubalas
esetén (besugarzasi protokoll: 2,4 GHz, 37 °C, 50 Watt)
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16. abra. Kiilonb6z6 besugarzasi idok hatdsa a Saccharomyces cerevisiae
tdpoldatos tenyészeteinek novekedésére 855 perc inkubdlds esetén
(besugarzasi protokoll: 2,4 GHz, 37 °C, 50 Watt)




5) A besugdrzds hatdsa antibiotikumot tartalmazo tdpoldatos
élesztotenyészetekre:

Az élesztOtenyészetek bakteridlis kontaminédcidjdnak megeldézése,
ill.  kikiiszobolése  miatt  széles  spektrumd  antibakteridlis
antibiotikumokat, igy kezdetben kloramfenikolt adtunk a tdpoldathoz.
Mivel a kloramfenikolnak normdlis koriilmények kozott nincs
antifungdlis hatdsa, nem kellett att6l tartanunk, hogy gétolja az élesztd
szaporodasat. Azt tapasztaltuk azonban, hogy amennyiben a besugarzas
ideje alatt a kloramfenikol jelen volt a sejtkultirdban, szaporoddsgatld
hatds lépett fel (17. 4bra). Ez a hatds besugarzas hidnydban
értelemszerlien elmaradt. A grafikon bemutatja az alapjelenséget,
amelynél optimalizdlt inokulum keriilt alkalmazdsra, emiatt az
elOkisérlethez képest magasabb optikai denzitds lathaté. Ez magyarazza,
hogy mig a 14. abran a stacioner fazist (4 OD) 900 perc utén éri el a
tenyészet, addig a 17. dbran mar fele ennyi id6 (450 perc) utan 4-es
értékii az OD, de a stacioner dllapot ekkor még nem latszik a
szaporodasi gorbén. A 17. dbran a pontok az egyes inkubdcids
idépontokhoz €s besugarzasi idOtartamhoz tartoz6 6t porhuzamos mérési
adat atlagat jelzik. Adott inkubaciés idOpontokhoz tartozd pontok kozott
(95%-o0s szinten) szignifikans kiilonbség van. A kiillonbség mértéke 450
perces inkubdaciés idonél a legkifejezettebb (18. dbra). A tovébbi
oszlopdiagrammokon (19., 20., 21., 22. dbra) is szignifikdns - p<0,05 -
kiilonbség van (95%-os szinten) az egyes oszlopok kozt. A kiilonbségek
pontos értékeit az egyfaktoros varianciaanalizisr6l szol6 tablazatok (5.,
6., 7., 8., 9. tdblazat) jelzik, melyek az adott oszlopdiagramokhoz

tartoznak.
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A kloramfenikol jelenlétében végzett besugarzdsi vizsgalat
tobbszori ismétlése alapjan biztonsdggal kijelenthetd, hogy a kisérlet
reprodukalhat6 és a megismert jelenség Uj. Elmondhaté tehét, hogy egy
véletlen koriilmény a szakirodalomban eziddig nem kozolt, meglepd

jelenség feltarasdhoz vezetett.

45 |1~ Kloramfenikol- mikrohullam-

4 L= kloramfenikol+ mikrohullam- _X

35 | | —h— kloramfenikol- mikrohullam+

Ve
3 | | —¢—Koramfenikol+ mikrohullam / / / /

Sejtszaporodas (OD)
P

O T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Tenyésztésiidé (min)

17. dbra. A 45 perces mikrohulldmi besugarzas és a kloramfenikol (20 mgL™")
egyiittes hatdsa a tdpoldatos élesztétenyészetek szaporoddsara
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18. dbra. A 45 perces mikrohulldmu besugdrzas és a kloramfenikol
(20 mgL™") egyiittes hatdsa a tdpoldatos élesztétenyészetek szaporoddsara 450
perc inkubdlds esetén

5. tdbldzat. A 18. dbrdhoz tartozo statisztikai értékek
Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszém Osszeg Atlag  Variancia
Oszlop 1 3 12,19 4,0633 3,33E-05
Oszlop 2 3 12,94 4,3133 0,000233
Oszlop 3 3 10,76 3,5867 0,000633
Oszlop 4 3 542 1,8067 0,000833
VARIANCIAANALIZIS
Tényez6k SS df MS F p-érték Frit
nggﬁ”"k 11521558 33,8405 8862,737 2,01E-14 4,066181
Csoporton 4034667 80,0004
belll

Osszesen 11,525025 11
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Bizonyitottuk, hogy a mikrohullimud besugarzds és az antibiotikum
egylittes hatdsa véltja ki a szaporodasgatlast.

Az aminoglikozid tipusi gentamicin és neomicin antibakteriélis
antibiotikumokkal végzett tovabbi kisérletek szintén a megfigyelt
jelenséget igazoljak. Megvizsgaltuk és szignifikdns eredmények alapjan
kimutattuk, hogy a mikrohulldim 4ltal kivaltott hatdst mind az
antibiotikumkoncentricié, mind a besugérzasi id6 befolydsolja.

6) A besugdrzdsi ido alatt a tdpoldatokban [évo eltéro

antibiotikum koncentrdciok hatdsai

Feltételeztiik, hogy amennyiben az antibiotikum szaporoddsgétlo
hatdsat a mikrohulldm valtotta ki, akkor konkrét Osszefiiggés all fenn a
gatld hatds mértéke ¢és az antibiotikum koncentriciéja kozott.
Megvizsgaltuk a mikrohulldim hatdsat az antibiotikumot kiillénb6zo
koncentracioban tartalmazé tapoldatos tenyészeteken ugyanazon
konstans besugarzdsi paraméterek mellett, azonos kisérleti koriilmények
kozott. Megallapitottuk, hogy a szaporodast gatl6 hatds az antibiotikum
koncentraci6 fiiggvényében né mindhdrom antibiotikum (kloramfenikol,
gentamicin €s neomycin) esetében (16., 17. és 18. dbra). Az dbra
mutatja, hogy besugarzds esetén a kiilonb6z6 kloramfenikol
koncentraciok eltérd szaporodds gatlast okozo hatdsdban a legnagyobb
kiilonbség az exponencidlis fazisban, 540 perces inkubaldsi id6 utdn
mutathaté ki legjobban (16. dbra). Ekkor a mikrohulldim a 40 mgL’
kloramfenikol koncentracidju besugarzott tenyészetben az €lesztdsejtek
szaporodasit 70%-ban gétolta a kloramfenikol mentes besugdrzatlan

tenyészethez viszonyitva.

53



0 mg/L-1

25 = 10 mg/L-1
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Sejtszaporodas (OD)
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T

0,5

Kloramfenikol koncentracio

19. dbra. S. cerevisiae szaporoddsbeli eltérései kiilonb6zd
kloramfenikolkoncentracidk (0; 10; 20; 40 mgL’l) esetén azonos, 30
perces besugarzas mellett a tdpoldatos tenyészetek 540 perces kordban

6. tablazat. A 19. dbrdhoz tartoz6 statisztikai értékek
Egytényez0s varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszam Osszeqg Atlag  Variancia
Oszlop 1 4 959 2,3975 0,000758
Oszlop 2 4 8,99 22475 0,002692
Oszlop 3 4 6,42 1,605  0,0019
Oszlop 4 4 282 0,705 0,002167
VARIANCIAANALIZIS
Tényezok SS df MS F p-érték For
Egzo(.jpt?”"k 7117225 3 23724 1262,479 2,91E-15 3,490295
Csoporton ) )oo55 12 0,0019
beldl

Osszesen  7,139775 15

Az aminoglikozidok esetében az eltérd mértékli szaporoddsgitld

hatds a kiilonb6z6 gentamicin— és neomycin koncentracidok
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alkalmazasakor hosszabb inkubdlasi id6 (720, 780 perc) utan jelentkezett

(17. és 18. abra), mint a kloramfenikol esetében.

3 ~
0mg/L-1 11,1 mg/L-1
25 E 22,2 mg/L-1
£ 444 mgiL1

P e
[=)
o 2
8 88,8 mg/L-1
el
15
(o]
Q.
(L]
o
= 14
[7)
n

0,5

0
Gentamicin koncentracio

20. 4bra. Eltérd mértékben felszaporodott S. cerevisiae a kiilonbdzd
gentamicin koncentréciéja (0; 11,1; 22,2; 44,4; 88,8 mgL’l), 720 perces
kort, 30 perces besugarazott tdpoldatos tenyészetekben

7. tablazat. A 20. dbrahoz tartozo statisztikai értékek
Egytényez0s varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszam Osszeg Atlag Variancia
Oszlop 1 5 12,76 2,552 0,00422
Oszlop 2 5 12,87 2,574 0,00658
Oszlop 3 5 11,75 235 0,0028
Oszlop 4 5 10,625 2,125 0,000725
Oszlop 5 5 7,98 1,596 0,00168
VARIANCIAANALIZIS
Tényez6k SS df MS F p-érték Frit
Eg;’(.jpt?rwk 3,244796 4 0,811 2534205 7,95E-17 2,866081
Csoporton (56400 20 0,003
belll

Osszesen 3,308816 24
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21. abra. Eltéré mértékben felszaporodott S. cerevisiae a kiillonbdz6
neomycin koncentracidjui (0; 25,7; 51.,4; 77,1; 102,8 mgL'l), 780 perces
kort, 30 percig besugarazott tdpoldatos tenyészetekben

8. tdblazat. A 21. dbrdhoz tartozo statisztikai értékek
Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES
Csoportok Darabszam Osszeqg Atlag Variancia
Oszlop 1 4 15,62 3,905 0,0011
Oszlop 2 4 15,03 3,758 0,000358
Oszlop 3 4 8,07 2,018 0,001892
Oszlop 4 4 4,73 1,183 0,001225
Oszlop 5 4 3,55 0,888 0,003492
VARIANCIAANALIZIS
Tényezbk SS df MS F p-érték Fieit
Csoportok
kozott 32,0464 4 8,012 4965,868 3,3E-23 3,055568
Csoporton
belll 0,0242 15 0,002
Osszesen 32,0706 19
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7) Kiilonbozo besugdrzdsi idotartamok hatdsai azonos

antibiotikum koncentrdcioju tdpoldatos tenyészetek esetén:

A mikrohulldm hatésait kiillonb6z6 besugérzasi idok esetén, de
fix egyéb besugdrzasi paraméterek (2,4 GHz, 37 °C, 50W) mellett
vizsgdltuk  konstans  antibiotikum  koncentriciéji  tdpoldatos
tenyészetekben. Irodalmi adatok megerdsitik, hogy a besugérzasi 1dd
novekedésével nd a sejtmortalitds a vizsgdlt sejttipus és alkalmazott
mikrohulldmud sugdrzastipus esetén. Mindharom antibiotikum esetén
kimutattuk, hogy bizonyos besugarzasi iddtartam utin nem nd a
mikrohulldm gatl6 hatasa. Eltér6 besugdrzasi idok fix antibiotikum
koncentracio esetén eltérd szaporoddasi litemet okoznak, de nem okoznak
olyan nagy mértékii kiillonbséget a szaporodds gatldsaban, mint az eltérd
antibiotikum  koncentrdciok  konstans  besugarzds mellett. A
kloramfenikol és az aminoglikozidok ko6zott az inkubdcié folyamata
sordn nincs szamottevo eltérés a kiillonbozd besugirzasi idotartamok fix
koncentracié6 melletti gatld hatdsdban. 500 perces inkubdacids id6 utdn
jelentkezik az eltéré besugarzasi idotartamok (0, 5, 10, 30, 40 min)
okozta legnagyobb foku eltérés a szaporodasi iitemben a tdpoldatok fix
kloramfenikol (20 mgL'l) tartalma mellett. Ez konkrét Osszefiiggésként
abrazolhato (19. 4bra).

57



N
[«>]

HH

5 min

10 min

- 30 min 40 min

Sejtszaporodas (OD)

Besugarzasi idé

22. 4bra. Azonos kloramfenikolkoncentracié (20 mgL™") mellett vizsgalt
kiilonb6z6 besugarzasi idok (0; 5; 10; 30; 40 min) hatdsa a tdpoldatos
tenyészet novekedésére (A tenyészet kora: 500 perc)

9. tdbldzat. A 22. dbrdhoz tartozo statisztikai értékek
Egytényezds varianciaanalizis

OSSZESITES

Csoportok  Darabszam Osszeg Atlag Variancia

Oszlop 1 5 18,65 3,73 0,01585

Oszlop 2 5 17,58 3,516 0,00193

Oszlop 3 5 16,9 3,38  0,0038

Oszlop 4 5 17,79 3,558 0,00447

Oszlop 5 5 15,05 3,01  0,00115

Oszlop 6 5 14,87 2,974 0,00143
VARIANCIAANALIZIS
Tényezbk SS df MS F p-érték Fieit
E;Zo(.jpt‘t’mk 23616267 5 04723 98,9854 3,3E-15 2,620654
Csoporton 0,11452 24  0,0048
belll
Osszesen 2,4761467 29
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Tisztaztuk, mi torténik antibakteridlis antibiotikum hatdsara az
eukariotikus sejtekkel besugérzas hatdsara. Tisztaztuk azt is, hogy eltérd
besugarzdsi idotartamok és a tdpoldatok mdas-mds antibiotikum
koncentraciéi befolyasoljak az €lesztdsejtek antibiotikum felvételét és az
okozott hatds mértékét. A megfigyelt jelenség hatterében 1évo
mechanizmus pontosabb megértéséhez €s tisztdzasahoz tovabbi kutatés

sziikséges.
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4.2. A 2,45 GHz mikrohulldm hatdsa a vizre

8) A mikrohulldami besugdrzds hatdsa a vizes kozeg
elektrolizisére

A nem ionizal6 sugarzds hatdséat a dipdlusos tulajdonsagu vizmolekulara

az elektrolizis sebességével mértikk. Az elektrolizis sebessége 24 V

alkalmazasakor volt a legnagyobb, azaz 24 V alkalmazdsa mellett

egyértelmi kiillonbség (13%) volt a mikrohullimmal besugarazott NaCl-

oldat és a besugarzas €s melegitésmentes kontrollminta elektrolizisének

sebességértéke kozott (23. dbra).

6 -

& mikrohullammal - y= 0,0057)( _ 0,2777
besugarazott minta 5
R”=0,9996

m referencia kontroll
4 - minta

5

Az elektrolizalt vizmennyiség (cnt)

2 y=0,0052x - 0,3671
1 R2=0,9997
O T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200

Id6 (sec)

23. dbra. A besugarazott és a besugarzas— és melegitésmentes referencia kontrollminta
elektrolizisének sebessége
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9) A mikrohullim nemtermikus hatdsa a vizes kozeg
elektrolizisére

A nemtermikus hatdst vizsgalo kisérletsorozat eredményei szerint a

besugarazott minta elektrolizisének sebessége 12V fesziiltségnél 10%-

kal nagyobb volt, mint az ugyanolyan melegitési paraméterek mellett,

f6z6lapon melegitett kontrollmintaé (24. abra)

6 -
— & mikrohulldmmal besugarazott y=0,002x+ 0,2168
§o5 mma R?=0,9995
> m féz6lapon melegitett kontroll
@ minta
= 4
c
c
o
£
N 3 4
S y=0,002x+ 0,0201
S R2= 1
N
s 2
X
2
S 1
<
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
ido6 [sec]

24. dbra. A besugarazott vizes minta és a f6zélapon melegitett kontrollminta
elektrolizise kdzvetleniil a fizikai behatdst kovetéen
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10)A mikrohulldmii hatds fennmaraddsi ideje a besugdrzds utdn
A besugarazott minta elektrolizissebessége a besugarazds utdni 24.,
illetve 48. oOrdban is nagyobb volt barmelyik kontrollmintdénal (25.
abra). A kisérletek alapjan a vizes kozeg képes volt megdrizni az
alacsony intenzitdsi mikrohulldm hatdsat még 48 d6raval a besugarazast
kovetden is. Az egyfaktoros varianciaanalizis szignifikanciaértéke 95%,

a fézOlapon melegitett €s a besugarazott mintak kiilonbsége alapjan.

& mikrohullammal besugarazott

. y=0,0019x+ 0,0224
minta

R2=0,9996

o
|

m féz6lapon melegitett kontroll
minta

N
L

Az elektrolizalt vizmennyiség [cm3]

3 _
y=0,0019x- 0,0934
R2=0,9995
2 _
14
0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

ido [sec]

25. dbra. A besugarazott vizeskozeg és a f6z6lapon melegitett kontrollminta
elektrolizise a fizikai hatds utdn 48 6rdval

A pH-értékében a besugarazds eldtt és utdn nem volt valtozds egyik
kisérletben sem. Az elektrolizis ideje alatt a kémhatds pH=7.10-t6l
pH=10.28-ig folyamtosan nott.

A vizes mintdkkal végzett vizsgdlatok eredményei alapjan

Osszességében a mikrohullimmal besugarazott minta elektrolizise
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egyértelmiien gyorsabb, mint a fézdélapon melegitett, illetve fizikai
kezeléstdl mentes mintdk esetében.

Kijelenthetd tehat, hogy a mikrohulldm hatdssal van a kiilonb6z0
anyagok koziil a vizre is, a vizmolekula dipdlusos jellege és inhomogén
toltéseloszlasa miatt. A mikrohulldm 4ltal indukalt hatds a besugarzast
kovetden nem sziinik meg azonnal, hanem egy bizonyos ideig képes
fennmaradni. A vizmolekula bizonyos besugérzasi paraméterek mellett
feltehetOen orientdlt struktirat hoz 1étre, amit bizonyos ideig megdriz,
majd feltehetden reorganizdlédik. Mivel a viz az anyagok alapvetd és
nélkiilozhetetlen kozege, jelenléte kozvetett hatdssal lehet minden

mikrohulldimmal besugarazott anyagra.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

Kutatasunk sordn uj jelenséget ismertiink meg. Nevezetesen az
antibakteridlis antibiotikumok gétoltdk az eukariotikus élesztdsejt
szaporoddsat, abban és csakis abban az esetben, ha egyidejlleg
mikrohulldimd besugarzds is tortént. Ezt megalapozott szakirodalmi
adatokkal nem tudjuk aldtdmasztani, és a jelenség magyardzatdra is
feltételezéseink vannak csupan.

A kontaminécié elkeriilése végett haszndlt kloramfenikol,
gentamicin, vagy neomycin antibiotikumok kozismerten a prokaridta
szervezetek ellen hatdsosak. Tamadaspontjuk a prokariotikus sejtek
riboszomdi, ahol a megfelelé kotohelyre bekotddnek, és gatoljadk a
fehérjeszintézist. Ez a sejt szaporoddsanak gatlasat, illetve pusztuldsat
okozza. A gatlas kifejtéséhez az antibiotikumnak el kell jutnia a sejten
beliil lokalizdl6d6 tdmaddspontjdhoz. Ez a folyamat a prokariotikus
sejtekben zavartalanul megtorténik. Tehat a sejten kiviili térbdl a
protocelluléris proteinszintézist gatlé antibiotikum akadédly nélkiil halad
a prokariotikus sejthartyan at a citoplazmdban 1évo tdmadédspontjdhoz.

Normal fiziol6gids koriilmények kozott a vizsgalt antibiotikumok
az eukariotikus élesztésejtek ellen nem hatdsosak, mert azok sejtjeibe
valészintileg nem tudnak bejutni (Gyires és mtsai, 2011), vagy ha
bejutnak is, nincs meg a megfeleld timaddsi pontjuk (Yonath és Bashan,
2004). Ahhoz, hogy az antibiotikum Kkifejthesse gatlé hatasat az
élesztosejtekre, el kell érnie és be kell kotdédnie tdmaddspontjdhoz. A
mikrohulldmu besugérzas ezt a folyamatot latszik eldsegiteni.

A riboszomdk a fehérjeszintézis olyan helyszinei a sejten beliil,

amelyek a legfobb tdmaddspontjai a természetes €s mesterségesen
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eldallitott antibiotikumoknak (Schliinzen és mtsai, 2001). A riboszéma
riboszomdlis (r)RNS-bol és fehérjékbdl allo sejtszervecske, amely a
fehérjeszintézis helyszinét képezi. Minden él6lény sejtjeiben
megtaldlhatéak, nagyobb szdmban a citoplazmédban, a durva
endoplazmatikus retikulum felszinén, a mitokondriumokban é&s a
plasztiszokban fordulnak eld. Hangsulyozandd, hogy az élesztOsejtnek
kétfajta riboszomdja van. Az eukariotikus tipusd riboszomai a
citoplazmaban, a prokariotikus tipusi riboszémaszerelvényei a
sejtszervekben taldlhatok (Griffin, 1993).

A kloramfenikol tdmaddspontja a prokariotikus riboszéma. Ilyen
prokariéta tipusu riboszomék az eukariotikus sejtek mitokondriumaiban
is vannak. Ennek magyardzata az endoszimbionta elméletben
fogalmazodik meg (Alberts és mtsai, 2008; Fischer, 2000; Gabaldén és
mtsai, 2007). Nevezetesen a mitokondriumok az eukaridtdk olyan
sejtorganellumai, melyek a  sejt  tdlélése  szempontjdbol
nélkiilozhetetlenek. FO funkcidjuk az ATP-szintézis, a sejtmiikodéshez
sziikséges energiaellatds biztositdsa. Sajat DNS-sel, transzkripcids és
transzlaciés mechanizmussal rendelkeznek (Alberts és mtsai, 2008). A
mitokondrium prokariotikus eredetli sejtszerv, ezért riboszOmai
protocelluléris tipustak, amik feltehetden hozzaférhetd tdmadéaspontok
az antibiotikum szdmara. Az antibakteridlis antibiotikumok olyan
protocellulédris tipusi proteinszintézist géatlé anyagok, melyek a
prokariotikus tipusi membranokon képesek atjutni. Tehat a prokaridta
organizmusok sejthdrtydjan és a mitokondrium membranjin is konnyen
atjutnak, mert ez a sejtszerv az Ot koriilvevO membrdnnal egyiitt

prokariotikus eredetli (Griffin, 1993).
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A prokari6ta és eukaridta szervezetek sejthartydja viszont
Iényegesen kiilonbozik egymadstol. Az eukariotikus plazmamembréin
ebben az értelemben akaddlyt jelent az antibakteridlis antibiotikum
szamdra abban, hogy az a sejten beliili timadaspontjdhoz juthasson. Az
egyes gatld anyagok hatéskifejtése szempontjabél nem kozombos a
sejthértya szerkezete €és Osszetétele. A kiilonb6zd mikroorganizmusokkal
és sejttipusokkal szemben szelektiven viselkednek ezek az anyagok. A
fungicidek példdul csak a gombdk ellen hatdsosak, sem a
gazdaszervezetet, sem a prokariotikus szervezetet nem gatoljadk. Az
Oomycota torzshoz tartozé gombaszerii szervezetek (,,moszatgombdk’)
rendszertanilag, anatomiailag és élettanilag is eltérnek az un. valédi
gombdktdl (Griffith és mtsai, 1992), ezért az 4ltalanos fungicidek
hatdstalanok veliik szemben és forditva. Ennek oka ez, hogy a két taxon
képviseldi kiillonboznek sejtfal- és membranszerkezetiikben egyarant
(Cohen és Coffey, 1986). Az antifungdlis szerek a sejthartya miikodését
kiilonboz6 utakon tudjdk megtdmadni. Sok molekula a sejthértya szterol-
bioszintézise utjan fejti ki hatdsat (Koller, 1992). A polién tipusu (pl.
nisztatin) hatéanyagok a membrin ergoszterolmolekuldival komplexet
képezve lehetetlenné teszik a valddi gombdk sejthartyamiikodését. Az
un. moszatgombdk és a baktériumok azért nem érzékenyek erre az
anyagra, mert membranjukbdl hidnyzik ez a szterolvegyiilet.

Az antibakteridlis antibiotikumokkal ellentétben az antifungilis
szerek akadalytalanul bejutnak az élesztOsejtekbe €s mas gombdékba.
Ennek okét azonban nem tudjuk, mert a hatdsmechanizmusuk pontosan
nem ismert.

A vizsgalati eredmények alapjan kizdrdsos alapon csak arra

tudunk kovetkeztetni, hogy az élesztét gitlé hatds kifejtéséhez a
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tdpoldatban 1évd antibiotikumoknak valamilyen médon be kell jutniuk a
sejthartydn keresztil a citoplazmdba, majd onnan tovibb a
tdmadaspontjaikhoz, a mitokondriumok belsejében 1€vo riboszomékhoz.

A kloramfenikollal és az aminogliikozid antibakteridlis
antibiotikumokkal szemben a baktériumok rezisztenssé vdlhatnak. Az
aminogliikozid-hatéanyagokkal szembeni rezisztencia hdrom kiilonb6z0
okra vezethetd vissza (Barcs, 2009). Az egyik, hogy a baktérium
sejthartydjanak 4teresztOképessége csokken, igy az aminogliikozid-
molekula szamara atjarhatatlannd vélik. Ritkdn ez torténhet Ggy is, hogy
egy hibéds transzportfolyamat miatt a molekula nem tudja elérni
tdmadaspontjat. A mdasik ok olyan muticioban kereshetd, ami az
antibiotikum bekotddési helyein, a riboszomédkon kovetkezik be. A
harmadik ¢és egyben legnagyobb rezisztenciat kivalté ok az
aminogliikozid-molekulat médositd enzimek mitkodésével kapcsolatos
eredmény. Ezek az enzimek az aminogliikkozid-molekula béarmely
érzékeny pontjan reakcidba Iépnek (Gilbert, 2000; Kucers és mtsai,
1997; Mingeot-Leclercq és mtsai, 1999).

A kloramfenikollal szemben szintén harom
rezisztenciamechanizmus ismert a prokariotikus mikrobak korében. Az
egyik a sejthartya csokkent dateresztoképessége. A madsik az 50S
riboszoma-alegység muticidja. A harmadik és legmagasabb foku
renzisztencidt a cat-gén d&ltal kodolt kloramfenikol-acetiltranszferaz
enzim eredményezi, amely egy acetilcsoportot kovalens kotéssel a
kloramfenikolmolekuldhoz kapcsol, ami igy teljesen mitkodésképtelenné
valik, mert nem tud bekotddni a riboszémahoz.

A besugdrzds hatdsara az antibakteridlis antibiotikumokkal

szemben  eredetileg  ellendlldé  S.cerevisae @~ M26  tdrzsben
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antibiotikumérzékenység vélthaté ki (Szerencsi és mtsai, 2010).
Feltételezziik, hogy ennek az az oka, hogy a sejt plazmamembranjdnak
ateresztoképessége megvaltozik, ami a mikrohulldm hat4sara kovetkezik
be. Tehiat a mikrohullim ezt a rezisztencia-mechanizmust képes
megszlntetni.

A kloramfenikol hidroféb tulajdonsdga miatt folyékony vizes
kozegben csak megfeleléen magas hdmérsékleten oldédik. A molekula
toltés—méret ardnya nem kedvez annak, hogy a sejthartyan keresztiil
bejusson az €lesztdsejtbe. A gentamicin €s neomycin hidrofil molekulék,
igy konnyen oldddnak a tdpoldatban és mds vizes kozegekben. Hidrofil
mivoltuk miatt azonban a sejthdrtya lipofil részén nem jutnak at. A
besugarzas €s inkubdlas ideje alatt fenntartott 37 °C—os hdmérséklet nem
magas az antibiotikum szempontjabol. Tehat a sugarzas — a 37 °C feletti
hohatds kiszlirésével — szdmottevéen nem befolydsolja a tdpoldatban
eldzetesen feloldott antibiotikummolekuldk mozgékonysagat, illetve
sejtbe torténd transzportjat. A 2,4 GHz-es elektromdgneses sugarzas
ugyanakkor hatdssal lehet az antibiotikummolekuldkra, de ez inkdbb a
nemtermikus hatdsnak tulajdonithatd.

A toltéssel rendelkezd molekuldkra befolyassal van a besugarzas,
igy a kloramfenikol, gentamicin €s neomycin toltott részeire is hatdssal
lehet fiiggetleniil attél, hogy apolaros vagy poldros részecskékrdl van-e
sz6. Mikrohulldm hatdsara az antibiotikummolekuldk mozgisaban,
energidjdban, a konformdciostabilitidsaban véltozds kovetkezhet be. A
sugdrzds energiatranszfer utjan modosithatja azokat a folyamatokat és
hatdsokat, amikben a vizsgalt antibiotikummolekuldk részt vesznek.
Feltehetden konnyebben fejti ki hatdsat a besugéarzott kozegben jelenlévo

antibiotikum. Nacsa ¢és mtsai (2008) azt tapasztaltdk, hogy a
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mikrohulldmu besugéarzas nem okozott kémiai valtozast a vizben kevéssé
0ld6do6 loratadin—hatéanyag molekuldjaban. A gyogyszerek Osszetevoi
vizben tobbnyire kevéssé oldédé molekuldk, azonban mikrohullamu
eljaras hatasara konnyebben oldédnak.

Optimalizadlt besugdrzds: A nagy frekvencidji mikrohulldm nagy
dozisban destruktiv és sejtpusztité hatdsi (Im-Sun és mtsai, 2000). A
vizsgalatainkban alkalmazott mikrohullimd besugarzasi koriilmények
azonban megfeleléek voltak, mert nem valtoztattdk a S. cerevisiae
fiziol6gids szaporodasi jellemzdit. A besugarzott és kontrolltenyészetek
szdmdra egyarant biztositott 37 °C-os konstans hdmérséklet optimalis
volt az élesztOsejtek szaporitdsdhoz.

Az él6 sejt membrdnja csak meghatdrozott hdmérséklet-
tartomanyban félfolyékony (szemifluid) allapotd. Inflexidés pontjdhoz
meghatdrozott hdmérsékletérték (37 °C) rendelhetd, ezért a termikus és a
nemtermikus hatds ebbdl a szempontbdl nem valaszthaté el egymastol.
A kiilonb6zoé  sejttipusok  membranjainak  Osszetétele az egyes
szovettipusok szerint mds és mads, €s a poikilotermia fliggvényében
folyamatosan atalakul. Ahhoz, hogy a mikrohullimd hatds kifejthetd
legyen, az érzékeny hdétartomdnyban kell a besugdrzast alkalmazni. A
vizsgédlatainkban biztositott 37 °C besugarzasi hOmérsékletérték a
sejthartya szempontjabol megfeleld volt. Mivel azonban a besugarzas
ideje alatt szintén 37 °C homérsékleten inkubdlt antibiotikumtartalmu
tdpoldatos tenyészetek esetében nem tapasztalhatd a szaporodasgatld
hatas, a kimutatott valtozasokat nem a hohatas, hanem inkdbb a
mikrohullim nemtermikus hatdsa okozza. Az djonnan tapasztalt
bioldgiai hatds a kisérletes tton optimalizalt besugarzds nemtermikus

hatdsdnak tulajdonithato.
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Mindemellett nem hagyhaté figyelmen kiviill az a tény, hogy
kutatasi eredményeink (Szerencsi és mtsai, 2009) €s szakirodalmi adatok
alapjdn a besugarzds hatdssal van a vizre, mely az élet szempontjdbol
nélkiilozhetetlen a vizre, annak dip6lusos jellege €s inhomogén
toltéseloszlasa miatt. A mikrohullim a vizes kozegekben egyrészt
véaltozast idéz eld. Masrészt a viz olyan folyékony anyag, mely képes és
alkalmas arra, hogy bizonyos ideig megdrizze a keltett valtozasokat. Ez
az un. vizmemoria (Fesenko és mtsai, 1995; Rai és mtsai, 1994)
kisérleteinkben a vartndl hosszabb ideig fennmaradt. Mivel a viz a
tapoldatban is jelen van, a besugarzdskor a mikrohullam egyidejlileg ra
is hat. A besugarzott vizes kozeg koOzvetetten befolydsolhatja és
moédosithatja a tdpoldatos élesztétenyészetek folyamatait, igy feltehetéen
szerepe van az antibiotikum és besugirzds egyiittes hatdsanak
kialakitdsaban. Ez az egyik valosziniisithetd oka lehet annak, hogy az
antibiotikum a hatdsit konnyebben fejtheti ki. A viz a sugarzas okozta
valtozast hordoz6 kozeg, mely a mddosité hatdst megorzi, igy egyuttal
idében tartésabbai teheti.

Napjainkig nincs pontos €s altaldnosan elfogadott magyarazat
arra vonatkozdan, hogy mi az elektromagneses sugarzas sejtekre kifejtett
hatdsanak alapmechanizmusa. A mikrohulldmu sugarzdsok, és bioldgiai
hatdsaik kutatdsa egészen ujszerli ismeretekhez vezethet egyes
folyamatokndl. Ilyenek példdul a sejtmembranon torténd vagy
intracelluldris térben zajlé folyamatok. Az elektromigneses kornyezet
gyors valtozdsa, a kozegészségiigyi problémadk felszinre keriilése és a
tudoményos kutatds versenyben allnak. Tobb kutatasi eredmény szerint a
kis térerejli elektromos jel hatdssal van a sejtmembranra, mert azon

elektrokémiai kolcsonhatdsokat indukdl (Panagopoulus és mtsai, 2002).
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Ezek a sejt belsejébe az intracelluléris térbe transzdukdlédva az ott zajlo
biokémiai folyamatokat ugy befolydsolhatjdk, hogy a sejt mitkkdodésében
véaltozas kovetkezhet be (Banik és mtsai, 2002). Az €16 sejt a bioldgia
alapegysége, igy minden ami vele torténik, annak a sejtmembranon
keresztiil kell zajlania.

A sugérhatds sejten beliili objektumai az ionok, illetve a
dip6lusos karakterli kis €s makromlekuldk. Feltételezik, hogy az
ionvibracié a felel0s az oszcilldlé elektromagneses mezdk megfigyelt
hatdsaiért (Panagopoulus és mtsai, 2000; Panagopoulus és mtsai, 2002).

Ha a gerjesztett oszcillacié meghalad egy hatarértéket, akkor a
sejtmembran molekulaszerkezete és ennek kovetkeztében
ateresztoképessége is megvaltozik. Alacsonyabb frekvenciaértékeknél a
hatds kifejezettebb, mert az elmozduldsok amplitid6ja a frekvencidval
forditottan ardnyos. Frohlich (1968) szerint az alternalo elektromagneses
mezOk 4ltal molekulaszinten gerjesztett kooperativ erd okozhatja a
membranstruktira 6sszenyomhatdsagat, illetve fellazithatésdgat ugy,
hogy a foszfolipid-molekuldk kozt porusok képzddhetnek. Ezzel
szemben Adair (2002) arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a
radidfrekvencids sugarzds altal okozott vibraciés mozgédsok tul kicsik
ahhoz, hogy megvdltoztathassdk a membranstruktira bioldgiai
integritdsdt és funkcidjat. Feltételezzilk, hogy a félig folyékony
membrdnban az elektromégneses sugdrzds megvaltoztathatja a toltott
részecskéket.

Az élesztOsejteken folytatott kisérleteink sordn megfigyelt
jelenséget a besugdrzas alatt fellépd reverzibilis membranpermabilitds-
valtozds okozhatja. A mikrohulldm feltehetdleg dtmeneti valtozast idéz

eld a sejtmembrinban gy, hogy dtmenetileg megvéltoztatja a sejthartya
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kettds lipidrétegét alkotd foszfolipid-molekuldk motilitasat azéltal, hogy
a molekuldk lancaiban roticiét, azaz forgd mozgast kelt (Orlando és
mtsai, 1994). A kett6s lipidrétegen beliil a molekuldk kiilénb6zo
mozgéastipusainak intenzitdsa megnovekszik. Mind a sejthéartya sikjédban
laterdlisan torténd forgd és rezgd mozgds, mind a sejtmembran sikjara
merdleges transzverzdlis flip-flop mozgasban aktivitdsnovekedés
kovetkezik be. Ez a foszfolipid- molekuldk kozt a pérusok képzddését
fokozza, amelyeken olyan anyagok is datjuthatnak, amelyek normal
koriilmények kozt erre nem képesek. A sejtmembran igy 4atjarhatéva
valik olyan anyagokkal szemben, melyek normal koriilmények kozt nem
tudnak bejutni a sejtbe. Feltételezik a sejtmembrin elektromédgneses
atjarhatésagat a mikrohullimi frekvencidkon, ezért a sejten beliili
allomany  (intracelluldris  tér) funkciondlis mukodésében  és
anyagcseréjében feltételeznek  valtozdsokat (Adey, 1990). Az
eredmények egy része tranziens, azaz csak a sugdrzas ideje alatt fellépd
hatdsokrél szamol be (Thuréczy, 1998). Feltételezhetd tehdt, hogy a
mikrohulldm hatdsdra az antibakteridlis antibiotikumok is a vdzolt
mechanizmus révén jutnak az élesztdsejtbe.

Osszefoglalva az elézményeket leszogezhetjiik, hogy a
mikrohulldm hatdsanak objektumai az ionok, illetve a dipdlus karakter(i
kis és makromolekuldk. A besugarzds hatdssal van a vizre is, mely
mindeniitt jelen van ¢él6 szervezetekben, illetve a folyékony
tdpkozegekben. A mikrohulldim mindazondltal hatdssal lehet a vizsgdlt
antibiotikummolekulédkra, illetve azokra a folyamatokra, melyekben a
kloramfenikol, gentamicin és neomycin részt vesznek és hatdsukat
kifejtik. Befolyasolhatja tovabba a sejt plazmamembréanjanak szerkezetét

és miikodését, az itt zajlo transzportfolyamatokat.
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A mikrohulldmi besugarzdsos vizsgélatok céljabol 1étrehozott
kisérleti sejtrendszer jOol megismert fiziologids tulajdonsagai révén
alkalmas a mikrohullimi sugirzds egyes hatdsainak kutatdsara és
tanulmanyozasdra. Az alkalmazott besugéarzasi protokoll hatékony
eszkoze lehet olyan molekuldk sejtbe torténd bejuttatdsdnak, melyeket
normdl fiziolégiai koriilmények kozott a sejtek nem vesznek fel. A
sugdrzds okozta permeabilitdsvéltozds molekuldris mechanizmusanak
pontos megértéséhez és tisztdzasdhoz tovabbi kutatas sziikséges.

A radidfrekvencids elektromdagneses sugarzasrél rengeteg és
nagyon sokféle szakirodalmi adat olvashato attdl fiiggéen, hogy milyen
az alkalmazott frekvencia, teljesitmény, moduldcié, besugarzasi
idotartam. A tudomanyos eredmények, vélemények és ezek
interpreticidi nagyon eltéréek. Ennek oka, hogy a vizsgdlatokat méas-més
paraméterti, kiilonbozo tipusu késziilékkel végzik, €s az egyes kisérleti
objektumokon eltérd frekvencidkat, moduldcidkat valamint ddzis-
hatdsokat vizsgdlnak. Napjaink széleskorien kutatott témdja a
mikrohulldmud sugdrzds, de az eredmények nem konkluzivak, hanem
akdr ellentmonddak és emiatt egymdssal nem Osszevethetok, éppen a
vazolt okok miatt. Az intenziv kutatis ellenére az elektromdgneses
sugdrzas hatdsai kevéssé ismertek, felderitetlenek. Kiillonosen a bioldgiai
hatdsokkal fontos foglalkozni, hiszen a sugdrzdsnak lehetnek az
egészségre és a kozvetlen kornyezetre nézve veszélyes kovetkezményei.
Meghatarozott mikrohulldami besugérzds véletlen hatdsaként normal
koriilmények kozott bejutni képtelen anyagok transzportdlédhatnak a
sejtekbe, aminek jelentds, adott esetben veszélyes kovetkezményei
lehetnek a kiilonb6zd €16 szervezetekben. Mindennapjainkban egyes

ételeink mikrohulldmu melegitésekor az élelmiszerben 1év0 anyagok
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fizikokémiai  reakciéja sordn olyan reaktiv molekuldk és
bomlistermékek keletkezhetnek, melyek a szervezetbe jutva az
egészségre artalmasak. A mikrohulldm kutatott és Ujonnan megismert
hatdsai ugyanakkor kedvezdéek is lehetnek, kiillonbozé célokra
alkalmazhatok és gyakorlati felhasznélasra keriilhetnek, mint példaul a
mikrohulldma siit6é.

Mivel a vizsgélataink sordn feltart jelenség is egy eddig
ismeretlen bioldgiai hatdssal kapcsolatos, valdszintileg szdmos egyéb 1j
eredmény 14t napvildgot e teriileten, melyek kutatisa ezért

mindenképpen indokolt.
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6. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban fokozott figyelem kiséri a nagy frekvencidju
mikrohulldmu sugdrzas kiilonb6z06 hatdsait. Ezek ismerete nem kielégito.
Kiilonosen a biolégiai hatdsok felderitetlenek, igy kutatdsuk
nélkiilozhetetlen.

A sugirzds kovetkeztében felléphetnek az egészségre és a
kozvetlen bioldgiai kornyezetre veszélyes hatdsok, de olyan djonnan
megismert hatdsok is, melyek a gyakorlati alkalmazas sordn kiilonb6z6
eljardsok 1) modszerei lehetnek. A mikrohulldimu sugarzds bioldgiai
objektumokra gyakorolt hatdsair6l egymdsnak ellentmondé eredmények
és értelmezések szerepelnek a szakirodalomban. A mikrohulldim
nemtermikus hatdsa elismert, de errél 1ényegesen kevesebbet tudunk,
mint a termikus hatdsrél. Nemtermikus hatasrol akkor beszéliink, amikor
a besugdrzott €16 objektumban nincs hdmérséklet-emelkedés. Egy-egy
konkrét besugirzds meghatiarozott hatast valt ki, melynek pontos
megismerése célzott vizsgalattal valdsithaté meg.

Ennek érdekében kutatdsaink a 2,45 GHz frekvencidju
mikrohulldmud sugdrzds nemtermikus hatdsdra irdnyultak. A vizsgélatok
célja a Dbesugirzds Saccharomyces cerevisiaere (pékélesztore),
mindenekel6tt a sejtmembranra, illetve a vizre mint a folyékony
bioldgiai médiumok nélkiilozhetetlen alkotérészére gyakorolt hatdsainak
felderitése. Célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

e Vilaszt kerestiink arra, hogy a 2,45 GHz frekvencigju 37 °C
konstans hOmérsékletli besugdrzds milyen hatdssal van az

élesztore, €s esetében kimutathatd-e un. bioldgiai hatds?
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e Kérdésiink volt, hogy milyen valtozdsok kovetkeznek be a
sejtmembdnon, mely az €l0 sejtet kiviilrdl hatarold elsé és
alapvetd barrier.

e Szerettiikk volna megismerni a 2,45 GHz frekvencidju folyamatos
mikrohulldimd besugdrzds vizes kozegre kifejtett hatdsit, a
bekovetkezett valtozdsok mibenlétét.

e Kutatdsainkat abban a reményben végeztiik, hogy az emlitett
célok teljesiilésével boviteni tudjuk a mikrohulldmu sugarzassal

foglalkoz6 alapkutatds ismeretanyagat.

A mikrohullim nemtermikus hatdsit él6 sejtrendszeren
kimutattuk. A vizsgdlatokat a Saccharomyces cerevisiae M26 torzs
tdpoldatos tenyészetein konstans homérsékletii (37 °C) besugéarzasi
protokoll alapjan 2,45 GHz, 400 W 12%-os teljesitményleadds mellett
végeztiik. Ez az optimalizlt besugdrzas 6nmagaban nem véltoztatta meg
a vizsgalt élesztotorzs életképességét és szaporoddsi profiljat sem.

A besugarzasos kisérletek sordn a szakirodalomban eddig nem
emlitett, Uj jelenséget ismertiink fel. Ehhez az a véletlen koriilmény
vezetett, hogy a kontamindci6 elkeriilése miatt az élesztotorzs tapoldatos
tenyészeteithez kloramfenikolt adtunk. Ez a széles spektrumu,
antibakteridlis, de nem antifungdlis antibiotikum normdl koriilmények
kozott az élesztOsejtekre hatdstalan, nem gdtolja szaporodédsukat.
Amennyiben a besugdrzds ideje alatt a kloramfenikol jelen volt a
tenyészetben, szaporoddsgatld hatds lépett fel. Ez a hatds besugédrzas
hidnydban értelemszerlien elmaradt, mert a tdpoldathoz adagolt
kloramfenikol ©6nmagdban alkalmazva nem pusztitotta az élesztd

sejteket. Mivel onmagdban sem a mikrohullimd besugérzds, sem az
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antibakteridlis antibiotikum nem gatolta az élesztdégomba szaporodasat,
egyértelmili, hogy a két tényezd egyiittes hatdsdnak tulajdonithaté a
szaporodasgatlds. E jelenséget az aminogliikozid tipusu antibakteridlis
gentamicin és neomycin antibiotikumokkal is megfigyeltiik.

Kimutattuk tovabbd, hogy a szaporodasgatld hatds egyértelmiien
nd az antibiotikumkoncentricié fiiggvényében, de a besugirzds
idOtartamdnak  korldtozott novekelése is fokozza a  gatlést.
Kovetkeztetésiink szerint a mikrohulldimd sugarzds érzékenységet
indukdlt az eukariotikus élesztOsejtekben a vizsgdlt antibakteridlis
antibiotikumokkal szemben. Feltételezziik, hogy a sejtekben a jelenséget
a besugdrzds alatt fellépd reverzibilis membranpermeabilitds-valtozas
okozhatja. Ennek kovetkeztében az élesztOsejtek mitokondiumaiba
bejuté antibiotikum a proteinszintézis gatldsdval az energiaellatast
bénitja. Emellett a sejteket koriilvevo folyékony tapkozeg
vizmolekuldiban a mikrohullim olyan véltozdsokat kelt, melyek
kozvetetten hatdssal lehetnek a besugarzott bioldgiai objektum minden
részére kiterjedden.

Eredményeinkbdl kitlinik, hogy az dltalunk kifejlesztett
sejtrendszer alkalmas eszk6z a mikrohulldimi sugédrzas bioldgiai
hatdsainak vizsgalatira. Az alkalmazott 2,45 GHz frekvencidji 37 °C
konstans homérsékletli besugarzasi protokoll hatékony eszkoze lehet
olyan molekuldk sejtbe torténd bejuttatdsdnak, melyeket normaél
fiziologiai koriilmények kozott a sejtek nem vesznek fel. A
mikrohulldmu sugarzds okozta permeabilitdsvaltozds molekuldris
mechanizmusdnak pontos megértéséhez €s tisztazasdhoz tovabbi kutatds

sziikséges.
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7. UJI TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az 1j kutatédsi eredmények a kovetkezokben foglalhatok Gssze:

. A WHO (World Health Organization) ¢és az ICNIRP
(International Comission on Non-lonizing Radiation Protection)
altal engedélyezett ¢és kozhaszndlatban 1évé mikrohulldmu
sugarzasoknak béven vannak — kedvezd vagy éppen kedvezotlen
— felderitetlen hatdsaik. Jelen munka sordn egy eddig ismeretlen

jelenség figyelheté meg.

. A kisérletes uton optimalizalt besugarzasi protokoll (2,45 GHz,
37°C, 50W, 045 perc iddtartam) alkalmazédsaval a mikrohulldim
egy sajitos bioldgiai hatdsa bizonyithatd élesztétenyészeteken.
Megéllapitottam, hogy az alkalmazott konstans hOmérsékleti,
nemtermikus  mikrohullimd  sugdrzds a  Saccharomyces

cerevisiae szaporoddsat nem gatolja.

. A besugarzas hatdsara bizonyos molekulaméretii és tulajdonsigu
anyagok transzportilédhatnak a sejten kiviili térbdl az
élesztosejtekbe. Az alkalmazott besugarzasi protokoll hatékony
eszk6z olyan molekuldk €16 sejtbe torténd bejuttatdsdnak,
melyeket normadl fizioldgiai koriilmények kozott a sejtek nem
vesznek fel. A hatds monitorozdsdra a S. cerevisae esetében kis
molekulatomegili antibakteridlis antibiotikumok: a kloramfenikol,

a gentamicin €s a neomycin alkalmasnak bizonyultak.
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4. A besugdarzds €s az é€lesztdsejteket normal koriilmények kozott
nem gatld antibakteridlis antibiotikumok egyiittes hatdsaként
jelentds szaporodasgatld hatast mértem. El6zmények hidnyaban a
megismert jelenség legvaldsziniibb oka az, hogy az élesztdsejt
plazmamembranjanak  4tjarhatésdga  besugirzds  hatdsdra
tranziensen €s reverzibilisen megvaltozik. A kidolgozott kisérleti
rendszer alkalmasnak tinik a mikrohulldmu sugarzas kiillonb6zo

bioldgiai hatdsainak tanulmanyozésara.

5. A kiilonb6zd vizes kozegek besugirzasakor a mikrohulldm
hatdssal van a vizre is. Elektrolizis dtjan mérhetd, hogy a viz
olyan hordozé kozeg, amely a sugdrzas hatdsara fellépd valtozast
bizonyos ideig, akar 48 6ran it képes megOrizni. Bizonyitottam,
hogy ennek oka nem hdokozlési folyamat, hanem a mikrohulldm

hatasa.

6. Meghatdrozott homérséklettartomanyon beliili besugérzas és a
hagyomanyos melegités 0sszevetése alapjan a vizes kozegekben
okozott valtozas szintén a 2,45 GHz mikrohullam nemtermikus
hatdsara kovetkezik be. Bizonyitottan 1étezik tehat a mikrohulldm
termikus hatdsa mellett egy nemtermikus hatds is. A
mikrohulldmu  sugarzds okozta vdltozdsok  molekuléris
mechanizmusainak pontos megértéséhez €s tisztazasahoz tovéabbi

kutatds sziikséges.
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