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Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu zdeklastrowanego medium hodowlanego RPMI, na
zywotno$¢ 1 potencjal proliferacyjny komorek nowotworowych ludzkiej ostrej biataczki T
limfocytowej oraz szpiczaka. Analiz¢ procesu apoptozy przeprowadzono z uzyciem
cytometru przeptywowego Navios firmy Beckman Coulter. Dla siedmiu badanych
biataczkowych linii komoérkowych: HL-60, HL-60/MX1, HL-60/MX2, CCRF/CEM,
CEM/C1, J45 oraz U266 zaobserwowano wzrost komorek w fazie apoptozy w wyniku
prowadzenia hodowli w RPMI poddanemu wptywowi niskotemperaturowej plazmy, tzw.

zdeklastrowane medium hodowlane RPMI.



Wstep

Choroby nowotworowe stanowig obecnie jeden z najwigkszych problem wspotczesnej
medycyny. Terapia chorob nowotworowych opiera si¢ gtownie na radio- oraz chemioterapii.
Skuteczno$¢ takiego postepowania jest wcigz mocno ograniczona i uzalezniona od stopnia
zaawansowania choroby. Bez wzgledu na etap rozwoju nowotworu, chemioterapia jest
zawsze bardzo toksyczna i wywotuje wiele ciezkich skutkéw ubocznych. Wsrod gtownych
wymieni¢ mozemy - zmiany obrazu krwi, uposledzenie funkcji szpiku, watroby czy calego
uktadu moczowo-ptciowego 1 inne. Ograniczona skuteczno$¢ 1 wysoka toksycznos$¢ leczenia
chemicznego sklaniaja do poszukiwania alternatywnego rozwigzania. Stad nowym
kierunkiem jest poszukiwanie terapii wykorzystujacej zjawiska fizyczne zachodzace w
organizmie.

Jednym z rozwigzan branych pod uwage jest zastosowanie nanotechnologii.
Nanotechnologia  dotyczy  sposobdéw  otrzymywania  zrdznicowanych  struktur
charakteryzujacych si¢ rozmiarami od 0,1 do 100 nanometrow. Oznacza to, ze wielko$¢ tych
struktur jest na poziomie pojedynczych atoméw 1 czastek. Poczatek rozwoju nanotechnologii
sigga lat 50-tych dwudziestego wieku. W naturze natomiast organizmy zywe od zawsze
posiadaly struktury kontrolowane na poziomie pojedynczych czastek. Do takich struktur
zaliczy¢ mozna przede wszystkim btony biologiczne, jak rowniez strukture ko$ci, skory oraz
drewna. Swiatowy rozwoj nanotechnologii doprowadzit do taczenia tej technologii z
medycyna.

Jedng z mozliwosci wprowadzenia nanotechnologii do leczenia jest wykorzystanie
biologicznego wplywu wody na komorki zywego organizmu. Woda jest substancja
wyjatkowa pod wzgledem fizyko-chemicznym — posiada wlasciwosci odbiegajace od
przewidywanych dla zwiazkow o zblizonej budowie. Jest jedyng substancja naturalnie
wystepujaca w trzech stanach skupienia na Ziemi. Przechodzac w stan staly rozszerza si¢ -
przeciwnie do innych cieczy. Jako jedyna znana substancja wykazuje maksimum ggstosci w
stanie ciekltym, a jej ciepto wlasciwe ma warto$¢ minimalng w temperaturze ok. 37 °C. Co

jednak najistotniejsze, ciekta woda absorbuje promieniowanie elektromagnetyczne, poza

waskim zakresem w obszarze $wiatla widzialnego. Wiasciwosci te sg o tyle wazne, ze woda



stanowi ok 70% masy ludzkiego organizmu. Zatem jej ,,jakos¢” decyduje o funkcjonowaniu

catego ustrojuna wszystkich poziomach jego dziatania.

W stworzeniuproduktu o nazwie NANO-woda, firma NANTES wykorzystata zdolno$¢ wody
do absorpcji  promieniowania  elektromagnetycznego, emitowanego  strumieniem
niskotemperaturowej plazmy. Woda poddana dziataniu niskotemperaturowej plazmy posiada
szereg wlasciwosci odbiegajacych od wlasciwosci standardowo wystepujacych dla wody.
Przyczyna tego zjawiska jest wielko$¢ klastréw wody powstajacych w procesie wytwarzania
NANO-wody, ktore sa energetycznie stabilne 1 traca zdolno$¢ tworzenia gigaklastréw. Pod
wptywem niskiej energii oddziatywaniajonéw, atomy z nieliniowych oscylacji formujg si¢ w
tancuchy 1 wskutek tego czasteczki stabilizuja si¢ w nowych miejscach. Prowadzi to do
powstawania i rozwoju nowych metastabilnych grup molekularnych (nanoklastrow). W
jednorodnych tancuchach utworzone nanoklastry odpowiadaja elementom "pamigci
molekularnej". Krytyczna energia potrzebna do rozwoju samoorganizacji procesOw jest
mniejsza niz w przypadku nieliniowych tancuchéw molekularnych z juz nabudowanymi
klastrami. W przypadku nanoklastrow aktywna staje si¢ strefa ktora okresla dalsze procesy
samoorganizacji. Powstaja skupiska, ktére zapewniaja nowe wiasciwosci fizyczne i
chemiczne komplekséw. Zmianie prawdopodobnie ulegaja tez wigzania wodorowe. W
przypadku, gdy woda o zmienionych wigzaniach wodorowych wchodzi w struktury oparte na
tych wigzaniach, jak np. DNA i innekwasy nukleinowe czy biatka, moze ona wptywac na ich

funkcje. Autorzy podjeli si¢ proby oceny wplywu zdeklastrowanego medium hodowlanego

RPMI na komoérki nowotworowe wywodzace si¢ z uktadu hematopoetycznego cztowieka.



Cel pracy

Celem pracy byta ocena wptywu zdeklastrowanego medium hodowlanego RPMI na

zywotno$¢ 1 potencjal proliferacyjny komorek nowotworowych ludzkiej ostrej biataczki T

limfocytowej oraz szpiczaka.

Materialyi metody

Eksperyment przeprowadzono dla siedmiur6znych biataczkowych linii komorkowych
wywodzacych si¢ z ludzkiego uktadu krwiotworczego - HL-60, HL-60/MX1, HL-60/MX2,
CCRF/CEM, CEM/C1, J45 oraz U266. Linie komérkowe zakupionow firmie American Type
Culture Collection (ATCC) 10801 University Boulevard Manassas, VA 20110 USA.
Hodowle utrzymywano w medium hodowlanym RPMI 1640 z L-Glutaming i NaHCO3
(Biomed Lublin) oraz w tym samym medium poddanym dziataniu niskotemperaturowe;j
plazmy. Medium hodowlane uzupetniano surowicg bydleca Fetal Bovine Serum (ATCC 30-
2020) do stezenia 10%, dla linii: HL-60/MX1, HL-60/MX2, CCRF/CEM, CEM/C1, J45,
U266 oraz do stezenia 20% w przypadku linii HL-60. Stosowano dodatek amfoterycyny B,
penicyliny i streptomycyny (ATCC) w ilo$ci 500 mikrolitrow na kazde 50 mililitrow pelne;j
pozywki. Linie zawieszone w medium hodowlanym inkubowano w atmosferze powietrza o
stezeniu dwutlenkuwegla 5% oraz temperaturze 37st.C.

Zywotnoé¢ hodowli oraz wystepowanie apoptozy oceniano metoda cytometrii
przeplywowej z uzyciem cytometru przeptywowego Navios firmy Beckman Coulter.
Zastosowano test z aneksyng V znakowang FITC oraz jodkiem propidyny (Roche,

Switzerland). Liczebno$¢ hodowli oceniano za pomoca automatycznego licznika komorek

Automatic Cell Counter T10 (Bio-Rad) metodg barwieniabtekitem trypanem.



Czes¢ eksperymentalna

Linie hodowanoréwnoleglew pozywce standardowej 1 wpozywce poddanej dziataniu

niskotemperaturowej plazmy. Gesto$¢ hodowli utrzymywano pomiedzy 10° a 10° zywych

komoérek namililitr.

Celem przeprowadzenia pomiaru zywotno$ci i ocenyapoptozy pobierano jeden mililitr
zawiesiny hodowli z kazdej butelki do polietylenowych, jednorazowych ependorfow i
wirowano 10 minut przy predkosci 800 obrotéw na minutg. Nastepnie odciggano supernatant
znad osadu komoérek. Komorki uzupetniano 1 ml PBS otrzymujac zawiesing komorekw PBS.
Z tak przemytej zawiesiny komorek, pobierano 100 pl roztworu i przenoszono do
jednorazowych falkonéw. Nastepnie dodawano uprzednio przygotowane r-ry aneksyny V (1
ul) 1jodku propidiowego (5 pl). Mieszaning reakcyjng inkubowano 15 minut w temperaturze
4°C, w ciemnym miejscu. Po uptywie tego czasu dodawano 400ul buforu dostarczonego z
odczynnikiem 1 dokonywano pomiaru. Pomiary wykonanopo 0, 3, 6, 24 1 48 godzinach.

W celu przeprowadzenia oceny proliferacji mierzono liczebno$¢ komoérek w tescie z
bigkitem trypanu. Zawiesing komodrek (1ml) pobierano z falkonow hodowlanych do
polietylenowych, jednorazowych ependorfow i wirowywano przez 10 minut przy predkosci
800 obrotow na minut¢. Nastepnie odciggano supernatant znad osadu komorek. Do
pozostatych komoérek dodawano 1 ml PBS i przemywano zawiesing. Po odwirowaniu
pobierano 10 pl zawiesiny i dodawano 10ul roztworu biekitu trypanu. Cato$¢ inkubowano 2
minuty w temperaturze pokojowej. Nastepnie dokonywano pomiaru przy uzyciu licznika

Automated Cell Counter TC10 firmy Bio-Rad. Pomiary wykonywano po 0, 3, 6, 24 1 48

godzinach. Material pobieranorownolegle.



Wyniki

Komorki wszystkich linii hodowane na podtozu standardowym nie wykazywaty
spadku zywotnosci ani spadku potencjatu proliferacji. Przez caly czas trwania eksperymentu
zachowaly zywotnoéé na poziomie 80-90%. Liczebnos¢ komorek na poziomie 10°-10°
zywych komorek namililitrhodowli wskazujena niezaktdcony przebieg procesow zyciowych
badanych komorek (Rys.1-11).

Komorki wszystkich  linii  hodowanych na podlozu poddanym dzialaniu
niskotemperaturowej plazmy weszly na szlak apoptoz. Efekt byt porownywalny dla
wszystkich linii biataczki ostrej — HL60, HL-60/MX1, HL-60/MX2, CCRF/CEM, CEM/CI,
J45 oraz szpiczakowej — U266. Pomiary z zastosowaniem cytometrii przeptywowej wykazaty
przechodzenie komoérek do $mierci na drodze apoptozy, poprzez fazg wezesnej apoptozy, po
ktérej nastepowal etap pdznej apoptozy. Po uplywie 48 godzin zywotnos¢ kazdej z linii
zblizata si¢ dozera.

Pomiar liczebnosci komoérek hodowanych na podlozu poddanym dzialaniu

niskotemperaturowejplazmy potwierdzit spadek zywotnosci komoérek. Stwierdzono obnizenie
gestosci komorek hodowanych na podiozu poddanym dziataniu niskotemperaturowej plazmy.
Po 24 godzinach liczno$é komoérek wynosita okoto 10* komoérek na ml. Po 48 godzinach
zakres liczby komorek wynosit ponizej 10* komoérek na ml hodowli i byt poza zasiegiem
pomiarowym aparatu. Hodowla komoérek w podtozu standardowym charakteryzowata sie¢
niezmienng gestoscia, mozliwag do pomiaru automatycznym licznikiem komoérek w zakresie

10°-10° zywych komérek namililitthodowli.



Whioski:

Linie komorkowe hodowane na standardowym podiozu wykazywaty prawidtowa
gesto$¢ hodowli, co wskazuje na niezaklocong proliferacje komérek. Zywotno$é linii
utrzymata si¢ w trakcie trwania eksperymentuna poziomie 80-90%.

W hodowli komérek na podlozu poddanym dziataniu niskotemperaturowej plazmy
obserwowano spadek gestosci hodowli w miar¢ uptywu czasu. Po 24 godzinach ggstos¢
hodowli wynosita ponad 10* komérek na ml. Po 48 godzinach zakres liczby komérek na ml
hodowli wynosit ponizej 10* komorek na ml i byt poza zasiegiem pomiarowym licznika.
Wskazuje to na zahamowanie proliferacji komodrek. Najwickszy spadek zywotnos$ci
zaobserwowano dla linii U266 i CCRF/CEM. Najwyzszy procent przezycia wykazaty linie -
HL60 i HL60/MX2.

Faza wczesnej apoptozy pojawila si¢ w wigkszosci przypadkow pomiedzy 6 a 24
godzing eksperymentu. Po uptywie 24 godzin procent komorek znajdujacych si¢ we wezesnej
fazie apoptozy obnizyt si¢, przy czym proporcjonalnie wzrastal procent komorek
znajdujacych sie w faziepoznej apoptozy. Istotnym jest fakt, Zze nie zaobserwowano masowe;j
nekrozy, a procent komorek martwych ksztattowat si¢ na poziomie 20% dla linii: HL60, HL-
60/MX1, HL-60/MX2, , CEM/CI1 oraz J45. Dla linii U266 i CCRF/CEM na poziomie 60%.
Poznanie i wyjasnienie przyczyn oraz mechanizmow dzialania wody zdeklastrowanej na
komoérki nowotworowe wymaga wiele czasu i pracy. Fakt wplywu proapoptotycznego
pozywki poddanej wpltywowi plazmy stanowi przestanke do dalszych badan. Wyniki
eksperymentupozwalajg przypuszczaé, zeprodukt firmyNATES mégltby znalez¢ potencjalne

zastosowanie w leczeniu bialaczek oraz innych nowotworow.



Linia CCRF hodowlaw pozywce standardowej
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H Wczesno-apoptotyczne 0,85% 3,93% 2,62% 1,91% 1,72%

Linia CCRF hodowanaw NANO-medium
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Rysunek 1. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii CCRF poddanej wptywowi NANO-medium.




Linia U266 hodowanaw pozywce standardowej
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HZywe 97,46% 97,54% 97,19% 96,22% 96,96%
H Wczesno-apoptotyczne 0,22% 0,46% 0,59% 0,42% 0,20%

Linia U266 hodowanaw NANO-medium
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Rysunek 2. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii U266 poddanej wptywowi NANO-medium.




LiniaHL60/MX1 hodowanaw pozywce

standardowej
100,00%
90,00%
80,00% i
70,00% I
:é 60,00%
£ 50,00%
E> 40,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
Oh 3h 6h 24h 48h
H Martwe 18,26% 3,32% 1,37% 2,08% 7,16%
H Pdzno-apoptotyczne 1,80% 2,22% 2,35% 7,35% 4,88%
HZywe 79,21% 89,94% 81,83% 82,51% 86,30%
H Wczesno-apoptotyczne 0,73% 4,52% 14,45% 8,06% 1,66%

\Q
v

Zywotno

LiniaHL60/MX1 hodowanaw NANO-medium
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Rysunek 3. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii HL60/MX1 poddanej wptywowi NANO-medium.




LiniaHL60/MX2 hodowanaw pozywce

standardowej
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HZywe 91,27% 91,82% 87,35% 89,90% 89,32%
H Wczesno-apoptotyczne 0,59% 1,67% 6,86% 3,46% 0,95%

LiniaHL60/MX2 hodowanaw NANO-medium
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Rysunek 4. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii HL60/MX2 poddanej wptywowi NANO-medium.




Linia J45 hodowanaw pozywce standardowej

\Q
v

Zywotno

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Oh

3h

6h

24h

48h

H Martwe

4,13%

0,66%

0,96%

4,39%

11,28%

H Pdzno-apoptotyczne

2,55%

2,22%

2,47%

6,77%

8,09%

HZywe

92,72%

83,22%

75,25%

80,59%

78,22%

H Wczesno-apoptotyczne

0,61%

13,91%

21,32%

8,24%

2,41%

Linia J45 hodowanaw NANO-medium
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Rysunek 5. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii J45 poddanej wptywowi NANO-medium.




Linia HL60 hodowanaw pozywce standardowe;j
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Linia HL60 hodowanaw NANO-medium
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Rysunek 6. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii HL60 poddanej wptywowi NANO-medium.




Linia CEM/C1 hodowanaw pozywce
standardowe;j
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LiniaCEM/C1 hodowanaw NANO-medium

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Oh

3h

6h

24h

48h

H Martwe

7,83%

1,51%

1,12%

5,07%

15,65%

H Po6Zno-apoptotyczne

2,94%

3,90%

3,68%

11,98%

36,60%

HZywe

88,32%

82,94%

76,51%

60,88%

40,45%

H Wczesno-apoptotyczne

0,91%

11,65%

18,69%

22,07%

7,30%

Rysunek 7. Poréwnanieprzebiegu procesuapoptozy dla linii CEM/C1 poddanej wptywowi NANO-medium.




Data Set 1: CCRF KONTROLA Oh Data Set 4: CCRF KONTROLA 24h Data Set 5: CCRF KONTROLA 4Bh

[A] FL1 INT / FL4 INT = [A] FL1 INT / FL4 INT - [4] FL1 INT / FL4 INT
o Hecrotic |Late apoplotic e gNecmH: Late apoptotic P YiecroticLate apoptotic
HF ¥ W
[ et - I COREE = i
= P = ol . = N
- W' - E - 17 4
o ] , =
' luivet - -2 totic
0¥ i
- |Apoptotic 3 F
I _1|I3‘ N l-'l? o I1l2l:| 1'Iip 11'1' ‘HIJ‘ ¥ 1.0‘ ¥
FL1 INT FL1 INT FLT INT
Gate Humber %Total Gatis Humber %Total Gate Number %Total
Al 19985 %993 All 19 707 9B.54 All 19743 98.72
Apopiotic 170 0.85 Apoptotic | 1.5 Apoptotic 44 1,72
Late apoptotic 1831 142 Late apoptotic 138 1.89 Late apoptotic B43 124
Live 19179 95.90 Live 18 57¢& 91.B8 Live 18 246 91.23
Mecrotic 268 1.34 Mecrotic 413 .07 Mecratic 505 2.53

Rysunek 8. Zmiany zywotnosci linii CCRF hodowanejw kontrolnym medium hodowlanym RPMI, wodstepach czasowych:
Oh, 24h oraz 48h.



Data Set 6: CCRF HAMO Oh Data Set 7: CCRF HANOD 3h Data Set 8: CCRF HAHD &h

[A] FL1 INT / FL4 INT - [A] FL1 INT / FL£ INT - [A] FL1 INT / FL4 INT
Hecrotic|Late apoplotic Hecrotic  Late apoptotic Hecrotic |Late apoptotic
L oL e Al W ", oA ‘;
-'-. Rl E o BT 'r;-
E » : ) E k k= P ] E
4 i ¥
] = =
1EF 1@ ¢
FL1 INT FL1 INT FL1 INT
Gate Humber %Tatal Gate Humber %Total Gate Humber %Total
Al 19799 99,00 Al 19 987 99,54 all 12979 99,90
Apaplotic £27 .14 Apoptotic 5472 IT.M Apoptotic 4097 70.49
Late apoptatic 534 24T Late apoptotic 1237 6.19 Late apoptotic 31478 17.39
Live 18038 015 Live 12 862 4.1 Live 11 120 54.40
Mecrotic 557 .95 Mecrotic 406 1.03 Mecratic 1075 538
Drata Sot 9; CCRF MANO 24k Data Set 10: CCRF MAND 48h
[A] FL1 INT / FL4 INT o [A] FL1 INT ! FL4 INT
Hecrotic [Late apoptotic Hecrotic|Late apoptotic
wid:
= =
= = o
- -
e |
w-
10 10 10 10 10 1P
FL1 INT FL1 INT
Gate Humber %Total Gate Humber %Total
all 19 E27 99.14 All 19 B9 99.48
Apaptotic 750 3.7 Apoptotic 172 0.8k
Late apoptotic  &271 31.36 Late apoptotic  7&31 38.16
Live 31574 19.87 Live Te3 182
Mecratic BE1E 4409 Mecrotic 11 316 56,58

Rysunek 9. Zmiany zywotnosci linii CCRF hodowanej w zdeklastrowanym medium hodowlanym RPMI, w odstepach
czasowych: Oh, 3h, 6h, 24h oraz 48h.



Data et & CCRF HANO &h Data Set B: CORF MANG &h
[A] FL4 INT [Ungated] FL4 INT / F5 INT

z " 5
=S o
[ q'.| : L
Propidium lodide
£
a
1i¥ 1ir 1i¥ 1i#
FL4 INT FL4 INT

Gate Humber %Total Gate Humber %Total
Al 19979 99,50 Al 20000 100,00
Propldium lodide 4576 22.28 Propidium lodide Positive Coalls 4578 21.89

Rysunek 10. Sygnat od jodku propidiowego dla komérek martwych i péZno apoptotycznych. Linia CCRF, zdeklastrowane
medium hodowlane RPMI, czas: 6h.

Data Set 7: CCRF HAND 3h Data Set 7; CCRF HANO 3h
[A] FL1 INT [Ungated] FL1 INT / FS INT
10004
#00 4
B0
| 1 " W
- “Annexin W h ™
A0
30
1 o W 108
FL1 INT FL1 INT
all 19 987 99.94 Al 70000 100,00
annexin v BO0BE 40.44 annexin ¥ Posithve Cells E0BF 40.45

Rysunek 11. Sygnat od aneksyny V dla komédrek wczesno i péino apoptotycznych. Linia CCRF, zdeklastrowane medium
hodowlane RPMI, czas: 3h.

Dokument ten zostal opracowany przy uzyciu sprzetu zakupionego w ramach projektu "Wyposazenie innowacyjnych laboratoriow
prowadzgcych badania nad nowymi lekami stosowanymi w terapii chorob cywilizacyjnych i nowotworowych" w ramach Programu
Operacyjnego Rozwdj Polski Wschodniej 2007-2013, Os Priorytetowa i Nowoczesna Gospodarka, Dziatania 1.3 Promocja innowacji.
Badania prowadzono w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki-8.2.2. Regionalne Strategie Innowacji, stypendia naukowe dla
doktorantowll Urzedu Marszatkowskiego w Lublinie.
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