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Úvod

Buněčná linie HL-60 je v Současné laboratorní
praxi rutinně používanou kulturou pro pozorovaní
efektu ionizujícího záření na celulární a subcelulár-
ní úrovni. Tato linie byla Získána S. J. Collinsem
Ieukoferetickou metodou od 36leté ženy S akutní
promyelocytární leukémií.

Dominantní populací linie HL-60 jsou neutrofilní
promyelocyty. Téměř 10 % buněk se spontánně di-
ferencuje promyelocytární cestou. Jako médium je
používáno R.P.M.l médium 1640 (80 %) ředěné fe-
tálním bovinním Sérem (20 %). Morfologicky se
buň-ky linie HL-60 jeví jako lymfobl-astoidní.

Při Zkoumání vlivu ionizujícího Záření na buňky
linie HL-60 byla naměřená Do (přeživání 37 % bu-
něk celé populace) rovna 0,67 ± 0,09 Gy (1). Při
ozáření 5 Gy RTG Záření pak přežívalo pouze asi
1 %ø buněk původně ozářeně populace. Jedná Se
tedy o velmi radiosenzitivní linii.

Cílem této práce bylo prozkoumání, zda dlouhodo-
bým pasážováním nedošlo ke změně proliferační ak-
tivity a tím ke Změně vlastností měřené buněčné linie.

Materiál a metoda

Byly použity buňky linie HL-60 v koncentraci
1x105 buněk/ml, tj. 2,5x105/25 ml v R.P.M.I. médiu
1640 (firma Sigma). Dále byly tkáňové kultury o obje-
mu 25 ml rozděleny do 6 skupin, z nichž každou re-
prezentovaly 3 tkáňové kultury. První skupina, kon-
trolní, nebyla ozářena. Ostatní skupiny tkáňových
kultur byly ozářeny dávkou RTG záření (240 kV,
13 mA, S dávkovým příkonem 1 Gy/min) rentgeno-
vým přístrojem (firma Seifert) v rozmezí 0,5-2,5 Gy,
tj. 0,5 Gy, 1 Gy, 1,5 Gy, 2 Gy a 2,5 Gy. Následně
v intervalech 24 hodin po ozáření byl Stanovován
počet buněk až do 120. hodiny po ozáření. Před
měřením počtu buněk byly tkáňové kultury homo-
genizovány trojnásobným nasátím suspenze pomo-
cí pípety. Měření počtu buněk bylo prováděno od-
běrem suspenze tkáňové kultury o objemu 0,5 ml,
dále byl obsah vložen do centrifugační Zkumavky,
2-3 Sekundy protřepán v třepaČce a poté bylo
napipetováno množství 10 pl homogenní tkáňové
kultury do měřicí komůrky (firma Neubauer). U kaž-

dé láhve S tkáňovou kulturou byl počet buněk Stano-
ven večtyřech úsecích, každý o objemu 0,1 mm3.
Průměrný počet buněk v každém měřeném úseku
byl extrapolován na objem 25 ml buněk.

K určení Signifikantnosti rozdílů naměřených
hodnot byl použit dvoustranný Studentův t-test
s nerovnosti odchylek.

Výsledky

V průběhu experimentu nedošlo ke kontaminaci
žádné z vyšetřovaných tkáňových kultur. Za 24 ho-
din po ozáření nebyly Zjištěny statisticky významné
odlišnosti počtu buněk mezi ozářenými skupinami a
kontrolní skupinou tkáňových kultur.

Za 48 hodin bylo pozorováno významně nižší
množství buněk oproti kontrolní skupině u tkáňo-
vých kultur ozářených dávkou 1 a 1,5 Gy (p<0,04). .
Vysoce signifikantni pokles počtu buněk byl zazna-
menán u skupin ozářených dávkou 2 a 2,5 Gy
(p<0,005). Nebyla pozorována žádná významná
odlišnost množství buněk kontrolní skupiny a buněk
ozářených 0,5 Gy RTG Záření.

Po 72 hodinách od ozáření bylo pozorováno sta-
tisticky významné snížení počtu buněk vůči neozá-
řené Skupině u tkáňových kultur ozářených dávka-
mi 1 Gy (p<0,02) a 1,5 až 2,5 Gy (p<0,005). Rozdíl
počtu buněk ozářených 0,5 Gy RTG Zářením byl na
hranici významnosti (p<0,07).

Za 96 hodin po ozáření byl zjištěn významně niž-
ší počet buněk u všech ozářených skupin (0,5-2,5 Gy)
vůči Skupině neozářených kultur.

V posledním měření proliferační aktivity, tj. Za
120 hodin po ozáření, byl Zjištěn Signifikantně nižší
počet buněk oproti kontrolní Skupině u tkáňových
kultur ozářených dávkou 1 Gy (p<0,05) a dávkami
v rozmezí 1,5-2,5 Gy (p<0,001). Rozdíl hodnot mě-
řeného ukazatele mezi kontrolní Skupinou a skupi-
nou ozářenou dávkou 0,5 Gy byl na hranici vý-
znamnosti (p<0,06).

Průměrné hodnoty počtu buněk ve sledovaných
časových intervalech po ozáření jsou uvedeny v ta-
bulce 1 a graficky Znázorněny v grafu 1. Časy
potřebné pro Zdvojení populace buněk vyšetřova-
ných Skupin linie HL-60 po jednotlivých dávkách Zá-
ření jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 1

Průměrný počet buněk (x 10‘) sledovaný po ozáření
(v hodinách) ve 25 ml tkáňové kultury

24 48 72 96 120
hodin hodin hodin hodin hodin

Neozářené 4,19 7,42 18,00 38,63 48,79
0,5 Gy 3,63 7,35 12,67* 25,02*** 44,33*
1Gy 2,96 5,69*`ır 1 1 ,48** 21 ,54*** 38,00“
1,5 Gy 2,92 5,50'hıır 9,19*** 17,02*** 28,42***
ZGy 2,75 3,44*** 6,98*** 1 2,90*** 1 9,40***
2,5 Gy 2,48 3,73*** 5,15m“: 9,02m": 14,73***

Rozdil počtu buněk vůči kontrolní skupině: * hraničně Signifi-
kantni rozdíl (p<0, 1), ** signifikantní rozdíl (p<0,05),*** vysoce
Signifikantni rozdil (p<0,01)

Tabulka 2

Časy potřebné pro zdvojnásobení populace buněk

N Zá-Šixè 0.56y 16y 1.5 Gy 26y 2.5Gy
Cas (h) 24 3o 34 48 72 108

Abend et al. (1) 24 29 36 41 88 136

Diskuse

Z výsledků vyplývá, že pokles proliferace buněk
linie HL-60 je přímo Závislý na absorbované dávce
RTG Záření. Počáteční úbytek buněk ozářených dáv-
kou 2,5 Gy pod hranici 1x105/ml lze vysvětlit úbyt-
kem Způsobeným rozvojem apoptózy, jejíž procen-

96 hodin 120 hodin

tuální výskyt u ozářených buněk této linie je okolo
5-15 % po ozáření dávkou 2,5 Gy. Z naměřených
hodnot kontrolní Skupiny lze usoudit, že časový in-
terval 24 hodin přibližně odpovídá času potřebnému
pro Zdvojnásobení populace buněk linie HL-60.
Avšak nárůst počtu buněk neozářeně Skupiny mezi
96 a 120 hodinami je pouze cca 23 %. To lze vy-
světlit Stabilizaci populace buněčné linie v důsledku
nedostatku média pro Zdvojnásobení počtu buněk.

Schopnost proliferace po ozáření dávkou 0,5 Gy
RTG Záření nebyla v průběhu experimentu (kromě
vyšetření Za 96 hodin po ozáření) významně ovliv-
něna. Tento pokus sloužil především ke Zjištění
odlišnosti proliferační aktivity buněk linie HL-60 vůči
výsledkům naměřeným před několika lety (1).

Při Srovnání údajů těchto experimentů zjišt'ujeme,
že proliferační aktivita nebyla výrazně odlišná. Naše
výsledky uvádějí lehce rychlejší Schopnost proliferovat
u buněk linie HL-60 po ozáření dávkami 2 a 2,5 Gy.

Výsledky tohoto experimentu budou používány
jako výchozí údaje pro další výzkumnou činnost při
použití buněčné linie HL-60.

Souhrn

Práce předkládá výsledky měření proliferační ak-
tivity na buňkách promyelocytární linie HL-60 ozâ—
řených RTG zářením. Byla Zjištěna Statistický Signi-
fikantní dávková závislost útlumu proliferační aktivi-
ty již Za 48 hodin po ozáření dávkami 1 až 2,5 Gy,
která byla pozorována až do konce experimentu.
Dále nebyl pozorován významný vliv dlouhodobého
pasážování na proliferační aktivitu neozářených
buněk.
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