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Abstraktní

Lidské epiteliální buňky rohovky (HCE-T) a epiteliální buňky lidské

čočky (SRA01/04) získané z lidského oka byly vystaveny záření o

vlnové délce 60 gigahertzů (GHz) po dobu 24 hodin. Nebylo zjištěno

žádné statisticky významné zvýšení frekvence mikrojader (MN) v

buňkách vystavených záření o milimetrové vlnové délce 60 GHz při 1

mW/cm2  srovnání s kontrolními kontrolami a kontrolami v

inkubátoru. Frekvence MN buněk ošetřených bleomycinem po dobu

1 hodiny poskytla pozitivní kontroly. Kometový test používaný k

detekci zlomů řetězce DNA a exprese proteinu tepelného šoku (Hsp)

také neprokázaly žádné statisticky významné účinky expozice. Tyto

výsledky naznačují, že expozice záření o milimetrové vlnové délce

nemá žádný vliv na genotoxicitu v lidských očních buňkách.

Klíčová slova: milimetrové vlny, buněčná genotoxicita, tvorba

mikrojader, kometový test, protein tepelného šoku, dlouhodobá
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1. Úvod

V posledním desetiletí došlo k rychlým změnám v technologii

používané k elektronické komunikaci. Nové komunikační

technologie nepochybně vzniknou a budou se šířit navzdory

omezením dostupných rádiových frekvencí. Existuje proto poptávka

po přístupu k novým frekvenčním rozsahům elektromagnetického

spektra. Rychlé zavedení bezdrátových zařízení však zvýšilo

používání technologií s milimetrovou vlnovou délkou (30–300

gigahertzů (GHz)) a s tím zvýšilo obavy veřejnosti z možných

nepříznivých účinků zdrojů záření na lidské zdraví. Již dříve bylo

publikováno, že širokopásmová milimetrová vlnová délka při 53–78

GHz významně inhibovala proliferaci buněk melanomu lidské kůže [

1 ]. Kromě toho Korenstein-Ilan a kol. [ 2] uvedl, že záření 0,1

terahertzů (THz) spojitých vln zvyšuje genomovou nestabilitu

lidských lymfocytů. Jiná studie ukázala, že exprese genů

adiponektinu, GLUT4 a PPARG vykazovala jasné účinky THz ozáření

po prodloužené širokopásmové expozici mezenchymálních myších

kmenových buněk [ 3 ]. Nedávná studie uvedla, že THz záření

vyvolalo poruchy vřeténka v hybridních buňkách člověka a křečka [ 4

] a další studie také uváděly negativní fyziologické účinky [ 5 , 6 , 7 ].

Existuje však také několik zpráv, které ukazují některé netepelné

účinky na biologické membrány z expozice milimetrové vlnové délce

[ 8 , 9 , 10 ,11 , 12 ]. Je proto nutné vyhodnotit vliv nízké expozice

lidského těla milimetrovým vlnovým délkám, protože energie

milimetrového záření je absorbována povrchem těla, zejména kůží a

očima [ 13 , 14 ]. Abychom prozkoumali netepelné účinky záření

milimetrových vlnových délek, vyvinuli jsme zařízení pro vystavení

buněk milimetrovým vlnám 60 GHz a hodnotili frekvenci tvorby

mikrojader (MN), jednořetězcové zlomy v DNA a expresi tepla.

šokové proteiny (Hsp) v buňkách pocházejících z lidského oka.

Jít do:

2. Materiály a metody
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2.1. Nastavení expozice milimetrových vln

Použili jsme speciálně navržený přístroj k vystavení buněk 60 GHz

milimetrovým vlnám (Obrázek 1a,b). Podrobnosti o expozičním

systému byly popsány dříve [ 15 ]. Stručně řečeno, podmínky

expozice byly následující. Komora v expozičním systému byla

udržována za kontrolovaných podmínek podobných těm v běžném

inkubátoru, tj. v atmosféře 95 % vzduchu a 5 % CO při relativní

vlhkosti >95 % a teplotě 37 ± 0,1 °C. Expoziční přístroj byl založen na

desce s plošnými spoji s plochou ve tvaru disku obklopenou

vlnovodem po stěně pro přivádění milimetrových vln do substrátu

expoziční oblasti. Kultivační miska o průměru 100 mm byla umístěna

na oblast ve tvaru kotouče a na dno misky byly aplikovány

milimetrové vlny 60 GHz skrz úzké štěrbinové spojovací okénka na

horní straně desky s obvody, čímž byly odhaleny buňky přilnuté k

dno kultivační misky na milimetrové vlny. Prostorově zprůměrovaná

hustota výkonu byla nastavena na 1 mW/cm2  dně kultivačního

média a zvýšení teploty bylo udržováno na méně než 0,1 °C.

Obrázek 1

Vestavěný inkubátor expozičního systému 60 GHz ( a ) a vnitřní

pohled na inkubátor ( b ). Komora expozičního systému byla

udržována za řízených podmínek podobných těm v inkubátoru, tj. v

atmosféře 95 % vzduchu a 5 % CO2  relativní vlhkosti >95 % a

teplotě 37 °C.

2.2. Buněčná kultura

Lidská epiteliální buněčná linie rohovky HCE-T (RIKEN CELL

BANK, Ibaraki, Japonsko) odvozená z lidských epiteliálních buněk

rohovky byla udržována v DMEM (Wako Pure Chemical Industries,

Ltd., Osaka, Japonsko): HamF12 (Wako Pure Chemical Industries,

Ltd. .) (1:1) médium doplněné 5% fetálním bovinním sérem (FBS),

inzulínem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) v konečné

koncentraci 5 μg/ml a lidským epidermálním růstovým faktorem

2

na

při
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(Roche , Basilej, Švýcarsko) v konečné koncentraci 10 ng/ml. Tato

buněčná linie byla laskavě poskytnuta Masao Taki, Tokyo

Metropolitan University. Buněčná linie epiteliálních buněk lidské

čočky SRA01/04 (RIKEN CELL BANK) odvozená z epiteliálních

buněk lidské čočky byla udržována v médiu DMEM (Wako Pure

Chemical Industries, Ltd.) doplněném 20 % FBS. Tato buněčná linie

byla laskavě poskytnuta Hiroshi Sasaki, Kanazawa Medical

University.  buněk/ml s celkovým objemem 11,6 ml média pro

úpravu tloušťky vrstvy média na 2 mm pro ideální expozici. Po

kultivaci přes noc byly buňky vystaveny 60 GHz. Buňky byly

odebrány 24 hodin po vystavení záření o milimetrové vlnové délce.

Pro pozitivní kontroly byly buňky ošetřeny 10 μg/ml bleomycinu po

dobu 1 hodiny pro test genotoxicity a teplem (43 °C po dobu 2 hodin

a poté 37 °C po dobu 1 nebo 2 hodin) pro test exprese Hsp.

2.3. Mikronukleus (MN) Frekvence

Metodika provádění testu tvorby mikrojader (MN) byla popsána

dříve [ 16 ]. Stručně řečeno, po expozici záření o milimetrové vlnové

délce nebo 10 μg/ml bleomycinu po dobu 1 hodiny byly buňky

kultivovány v médiu doplněném 3 μg/ml cytochalasinu B (Sigma-

Aldrich) v běžném inkubátoru po dobu 24 hodin, odstředěny na

sklíčka za použití centrifuga Cytospin (Shandon Southern

Instruments Ltd., Cambridge, UK) při 100 x g po dobu 5 minut,

fixována studeným 80% ethanolem po dobu 30 minut a obarvena 0,2

ug/ml propidium jodidu (Sigma-Aldrich). Celkem bylo spočítáno

1000 dvoujaderných buněk a frekvence tvorby MN byla stanovena

pomocí fluorescenčního mikroskopu (Olympus, Tokio, Japonsko)

podle kritérií popsaných dříve [ 17]. Byly provedeny nejméně tři

nezávislé testy.

2.4. Kometový test

Kometový test byl proveden pomocí soupravy Trevigen Comet Assay

Kit (Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA) k detekci zlomů řetězce

DNA na úrovni jednotlivých buněk, jak bylo popsáno dříve [ 18 ].

6
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Stručně řečeno, buňky byly vystaveny záření o milimetrové vlnové

délce po dobu 24 hodin, shromážděny trypsinizací a odstředěny

ihned po expozici, poté smíchány s agarózou s nízkou teplotou tání,

aby se připravila buněčná suspenze v 0,1% agaróze/fosfátem

pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Po gelovatění agarózy byly

buňky lyžovány a poté bylo provedeno alkalické odvíjení (1 h při 4 °C,

pH > 13). Výsledné vzorky DNA byly podrobeny elektroforéze při 1

V/cm po dobu 30 minut v 0,3 M NaOH (Nacalai Tesque, Kyoto,

Japonsko) a 1 mM ethylendiaminu- N , N , N ', Nroztok kyseliny '-

tetraoctové (Sigma-Aldrich). Poté, co byla DNA obarvena SYBR

Green I, byly imunofluorescenční snímky zachyceny pomocí

fluorescenčního mikroskopu (Olympus, Tokio, Japonsko). Zlomy

řetězce DNA byly analyzovány pomocí softwaru Comet (Perceptive

Instruments, Suffolk, UK). Bylo analyzováno alespoň 100 komet z

každého gelu a bylo provedeno alespoň pět nezávislých experimentů.

Délka ocasu udává délku pixelu ohonu komety, procento ocasu udává

procento obsahu ohonu vzhledem k obsahu komety a ocasní moment

byl vypočítán následovně:

Ocasní moment = (vzdálenost mezi středem hlavy komety a středem

ohonu komety) × (procento ocasu)/100

(1)

2.5. Hsp Expression

Metodika pro kvantifikaci exprese Hsp byla popsána dříve [ 18].

Stručně, po expozici milimetrové vlnové délce nebo tepelném

ošetření byly buňky promyty studeným PBS, shromážděny pomocí

buněčné škrabky a proteiny byly extrahovány pomocí CelLyticTM-M

(Sigma-Aldrich) doplněného koktejlem inhibitorů proteázy (Sigma-

Aldrich). Extrahované proteiny byly inkubovány při 4 °C po dobu 15

minut a centrifugovány při 100 x g po dobu 15 minut. Supernatanty

byly shromážděny a koncentrace proteinu byly měřeny pomocí

čtečky destiček iMark (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a kalibrační

křivky a upraveny na 1 mg/ml. Vzorky byly smíchány s 2ME
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vzorkovým pufrem (Wako) v poměru 1:1 a inkubovány při 100 °C po

dobu 1 minuty, poté ihned umístěny na led. Extrahovaný protein (20

ug) byl nanesen na 12,5% dodecylsulfát sodný (SDS)-

polyakrylamidový gel (Wako), oddělený elektroforézou, a přeneseny

na nitrocelulózovou membránu (Life Technologies Japan, Tokio,

Japonsko) pomocí iBlot (Life Technologies Japan). Pro blokování a

imunobarvení byl použit BenchProTM 4100 (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA). Membrána byla blokována odstředěným mlékem (DS

Farma Biomedical, Osaka, Japonsko) po dobu 1 hodiny a

imunobarvena protilátkami po dobu 1 hodiny. Primární protilátka

pro Hsp27 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, 1:10 000), Hsp70

(StressMarq Biosciences Inc., Victoria, BC, Kanada, 1:1000), Hsp90α

(StressMarq, 1:2000) a β-aktin ( Sigma-Aldrich, 1:1000). Použité

sekundární protilátky byly anti-myší (GE Healthcare, Tokio,

Japonsko, 1:1000), anti-kozí (R&D, 1:500) a anti-králičí (Sigma-

Aldrich, 1:500). Po imunobarvení byly membrány obarveny

křenovou peroxidázou, následovala analýza pomocí softwaru ATTO

Image Analysis Software (Tokyo, Japonsko). Byly provedeny alespoň

tři nezávislé experimenty.

2.6. Statistická analýza

Data byla analyzována pomocí Tukeyova testu. Hodnoty p < 0,05

nebo 0,01 byly považovány za statisticky významné. Statistická síla

(1−β) v testu MN a kometového testu byla vypočtena pomocí

velikosti účinku ( f ) = 0,1. Všechny testy byly provedeny zaslepeným

způsobem.

Jít do:

3. Výsledky

3.1. Formace MN

Frekvence tvorby MN v buňkách HCE-T a SRA01/04 je uvedena

vObrázek 2a,b, resp. Frekvence MN v buňkách HCE-T a SRA01/04

se významně zvýšila po léčbě bleomycinem, zatímco mezi kontrolou v

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997488/figure/ijerph-13-00802-f002/
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inkubátoru, falešnou expozicí a buňkami vystavenými milimetrové

vlnové délce nebyl pozorován žádný významný rozdíl. Tyto výsledky

naznačují, že 24 hodinová expozice záření o milimetrové vlnové délce

60 GHz nemusí mít žádný významný vliv na frekvenci MN v buňkách

HCE-T a SRA01/04.

Obrázek 2

Frekvence mikrojader v buňkách vystavených záření o milimetrové

vlnové délce při 60 GHz po dobu 24 hodin: buňky HCE-T ( a ) a

buňky SRA01/04 ( b ). Léčba bleomycinem (10 ug/ml) poskytla

pozitivní kontroly. Data jsou prezentována jako průměr ± SD ze tří

nezávislých experimentů. Hvězdičky ** označují p < 0,01. f = 0,1, (1-

β) = 0,9903.

3.2. Kometový test

Ocasní momenty lyžovaných buněk HCE-T a SRA01/04 jsou uvedeny

vObrázek 3a,b, resp. Ocasní moment udává stupeň genotoxického

účinku na DNA. Ocasní momenty buněk HCE-T i SRA01/04 se

významně zvýšily po ošetření bleomycinem, zatímco nebyl pozorován

žádný významný rozdíl v ocasním momentu mezi kontrolními vzorky

inkubátoru, kontrolními vzorky a vzorky vystavenými působení

milimetrových vln. Ocasní momenty byly vypočteny pomocí délky

ocasu a procenta ocasu. Výsledky těchto hodnot byly statisticky

téměř stejné jako výsledky ocasního momentu (data nejsou

uvedena). Tyto výsledky naznačují, že 24 hodinová expozice záření o

vlnové délce 60 GHz nemusí mít žádný významný vliv na kometový

test buněk HCE-T a SRA01/04.

Obrázek 3

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4997488_ijerph-13-00802-g002.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997488/figure/ijerph-13-00802-f002/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997488/figure/ijerph-13-00802-f003/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4997488_ijerph-13-00802-g003.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997488/figure/ijerph-13-00802-f003/
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Hodnoty parametru komety (ocasový moment) pro buňky vystavené

záření o milimetrové vlnové délce 60 GHz po dobu 24 h: HCE-T ( a )

a SRA01/04 ( b ). Pozitivní kontrolou bylo ošetření bleomycinem (10

ug/ml). Data jsou prezentována jako průměr ± SD ze tří nezávislých

experimentů. Hvězdičky ** označují p < 0,01. f = 0,1, (1-β) = 0,2193.

3.3. Hsp Expression

Exprese Hsp27, 70 a 90a v HCE-T buňkách je ukázána vObrázek 4a–

c, resp. Tepelné zpracování (Hsp27: 43 °C (2 h) až 37 °C (1 h), Hsp70

a 90α: 43 °C (2 h) až 37 °C (2 h)) jasně zvýšilo hladinu každého Hsp.

Exprese Hsp27, 70 a 90α v buňkách SRA01/04 je ukázána vObrázek

5a–c, resp. Tepelné zpracování (Hsp27: 43 °C (30 min) až 37 °C (2

h), Hsp70: 43 °C (2 h) až 37 °C (2 h), Hsp90α: 43 °C (3 h)) významně

zvýšil hladinu každého Hsp.

Obrázek 4

Exprese Hsp27 ( a ); Hsp70 ( b ) a Hsp90a ( c ) v buňkách HCE-T

vystavených záření 60 GHz po dobu 24 hodin. Pozitivní kontrola byla

podrobena tepelnému ošetření při 43 °C po dobu 2 hodin. Data jsou

prezentována jako průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů.

Hvězdičky ** označují p < 0,01.

Obrázek 5

Exprese Hsp27 ( a ); Hsp70 ( b ) a Hsp90a ( c ) v buňkách SRA01/04

vystavených záření 60 GHz po dobu 24 hodin. Pozitivní kontrola byla

podrobena tepelnému ošetření při 43 °C po dobu 30 minut (Hsp27),

2 hodiny (Hsp70) a 3 hodiny (Hsp90a). Data jsou prezentována jako

průměr ± SD ze tří nezávislých experimentů. Hvězdičky * a **

označují p < 0,05, respektive 0,01.

Jít do:

4. Diskuze
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V této studii jsme hodnotili účinky vystavení záření o vlnové délce 60

GHz při konstantní teplotě po dobu 24 hodin na buněčnou

genotoxicitu a stresové reakce pomocí buněk HCE-T a SRA01/04.

Nebyly detekovány žádné účinky na tvorbu MN, jednořetězcové

zlomy v DNA a expresi Hsp27, 70 a 90α, což ukazuje na absenci

netepelných účinků vystavení milimetrové vlnové délce.

Několik studií hodnotilo biologické účinky vystavení milimetrovým

vlnovým délkám a zjistilo účinky na neuronální aktivitu [ 11 ],

proliferaci [ 19 ] a buněčný metabolismus [ 20 ] a také účinky na

genomickou nestabilitu [ 2 ]. Korenstein-Ilan a kol. popsali, že

nepřetržitá aplikace záření 0,1 THz (0,031 mW/cm  ) na lidské

lymfocyty po dobu 2 nebo 24 hodin vyvolala genomovou nestabilitu

chromozomů 11 a 17, detekovanou pomocí fluorescenční hybridizační

metody in situ, a navrhli, že taková expozice může mít za následek

zvýšené riziko rakoviny. Naproti tomu v této studii jsme detekovali

pouze tvorbu mikrojader (Obrázek 2) a zlomy řetězce DNA (Obrázek

3) indukované léčbou bleomycinem, a nikoli vystavením záření o

milimetrové vlnové délce 60 GHz po dobu 24 hodin, což naznačuje,

že expozice nezpůsobila zvýšení genotoxicity. Tyto protichůdné

výsledky mohou být způsobeny rozdíly ve frekvenci, hustotě výkonu

nebo experimentálním uspořádání mezi těmito dvěma studiemi, a

proto základní faktory těchto nesrovnalostí vyžadují další zkoumání.

Alexandrov a kol. uvádí údaje ukazující netepelné účinky na genovou

expresi buněk po expozici terahertzovému záření [ 3]. Použili

mezenchymální myší kmenové buňky vystavené širokopásmovému

pulznímu záření 10 THz, což je systém, který je zcela odlišný od

systému použitého v současné studii. Důležité je, že nezjistili rozdíly

v hladinách proteinů proteinů tepelného šoku Hsp105, 90 a CPR, což

je v souladu s naší studií, ačkoli hladiny exprese tří odpovídajících

genů vykazovaly jasné účinky ozáření THz. V naší studii jsme

detekovali zvýšení exprese Hsp po tepelném ošetření, použitém jako

pozitivní kontrola, ale ne vystavením záření o milimetrové vlnové

délce 60 GHz po dobu 24 hodin, což naznačuje, že tato expozice

2

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997488/figure/ijerph-13-00802-f002/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4997488/figure/ijerph-13-00802-f003/
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nezpůsobila upregulaci Hsp. Kromě Hsp27, 70 a 90α zkoumaných v

současné studii je zapotřebí další práce na zkoumání dalších

proteinů.

Velké množství literatury neuvádí žádné nepříznivé účinky expozice

záření o milimetrových vlnových délkách. Beneduci a kol. [ 21 ]

ukázaly, že dlouhodobé vystavení buněk melanomu lidské kůže

záření 42 GHz a 53 GHz při hustotě výkonu nižší než 0,3 mW/cm 

nevyvolalo žádný vliv na buněčný cyklus těchto buněk. Nicolaz a kol.

[ 22 ] popsali, že vystavení záření 60,4 GHz při hustotě výkonu 0,14

mW/cm  nezpůsobilo stres endoplazmatického retikula v lidských

gliových buňkách. Le Dréanova skupina také publikovala studie o

účincích záření 60,4 GHz [ 23 , 24 , 25 ]. Le Quément a kol. [ 23 , 24]

nevykázaly žádné významné rozdíly v genové expresi po expozici

záření o milimetrové vlnové délce: ačkoli po 6 hodinách expozice při

20 mW/cm  analýza PCR v reálném čase ukázala, že některé úrovně

genové exprese byly ovlivněny a tento účinek byl spojen se zvýšenou

teplotou způsobené expozicí. Haas a kol. [ 25 ] také naznačili, že

mírné zvýšení proteinové exprese pozorované po expozici 60,4 GHz

po dobu 24 hodin souviselo se zahříváním a že nebyly žádné rozdíly v

proteinové expresi neuronového markeru β-tubulinu nebo ve vnitřní

expresi kontrolního β -tubulin, v souladu s našimi údaji. V

samostatné studii však stejná skupina navrhla specifické účinky na

milimetrovou vlnovou délku [ 26]: konkrétně, že vystavení

milimetrovým vlnovým délkám vyvolalo drastickou modifikaci

celého genového expresního systému primárně spojeného s

tepelnými účinky záření, ačkoli nebyly nalezeny žádné významné

rozdíly v hladinách exprese několika genů bez tepelných účinků. V

současné studii jsme nemohli detekovat žádné účinky na

genotoxicitu a expresi Hsp, ale molekulární mechanismy, které jsou

základem buněčných odpovědí po expozici milimetrové vlnové délce,

zbývá určit.

2

2

2
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Vijayalaxmi a kol. [ 27] uvedli, že testy genotoxicity neposkytly žádný

důkaz pro indukci tvorby MN v myších buňkách periferní krve a

kostní dřeně vystavených elektromagnetickému záření o vlnové délce

42 GHz, což je v souladu s našimi údaji. Souhrnně řečeno, většina

dosavadních studií neprokázala žádný účinek vystavení záření o

milimetrových vlnových délkách, ačkoli několik studií účinky

prokázalo. Tyto kontroverzní výsledky mohou pocházet z rozdílů v

experimentálních podmínkách. Celkově se zdá, že vystavení záření o

milimetrové vlnové délce nemá žádný genotoxický účinek a nemění

expresi Hsp v nepřítomnosti tepelných účinků. Naše studie však byla

provedena za specifických podmínek. Bylo prokázáno, že účinky

mikrovln včetně záření o milimetrové vlnové délce silně závisí na

řadě fyzikálních parametrů, jako je frekvence,28 , 29 ]. Musíme být

opatrnější při porovnávání dat, která byla provedena za různých

podmínek. Navíc musíme vzít v úvahu rigidní statistické výpočty,

které nám mohou chybět. V této studii jsme získali vysokou

statistickou sílu v testu MN; v kometárním testu jsme však nemohli

získat dostatečnou statistickou sílu. Měli bychom si být pečlivě

vědomi těchto statistických problémů.

V současné době provádíme podobné studie využívající záření 40

GHz.

Jít do:

5. Závěry

Zjištění z této studie naznačují, že vystavení buněk HCE-T a

SRA01/04 záření o milimetrové vlnové délce při 60 GHz po dobu 24

hodin nemá žádný významný vliv na frekvenci MN, jednovláknové

zlomy v DNA nebo expresi Hsp. Závěrem lze říci, že se nezdá, že by

vystavení buněk záření o milimetrové vlnové délce při 60 GHz mělo

nepříznivé účinky na genotoxicitu nebo expresi Hsp kultivovaných

buněk HCE-T a SRA01/04 za použití našich specifických

experimentálních podmínek, ačkoliv možné účinky jiných frekvence

vyžadují další studium.
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