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Uvod

Buné&éna linie HL-60 je v soucasné laboratorni
praxi rutinné pouzivanou kulturou pro pozorovani
efektu ionizujiciho zafeni na celularni a subcelular-
ni urovni. Tato linie byla ziskana S. J. Collinsem
leukoferetickou metodou od 36leté Zzeny s akutni
promyelocytarni leukémii.

Dominantni populaci linie HL-60 jsou neutrofilni
promyelocyty. Téméf 10 % bunék se spontanné di-
ferencuje promyelocytarni cestou. Jako médium je
pouzivano R.P.M.I médium 1640 (80 %) Ffedéné fe-
talnim bovinnim sérem (20 %). Morfologicky se
buri-ky linie HL-60 jevi jako lymfoblastoidni.

Pfi zkoumani vlivu ionizujiciho zafeni na burky
linie HL-60 byla naméfena D, (pfezivani 37 % bu-
nék celé populace) rovna 0,67 + 0,09 Gy (1). Pfi
ozafeni 5 Gy RTG zareni pak pfezivalo pouze asi
1 %o bunék plivodné ozafené populace. Jedna se
tedy o velmi radiosenzitivni linii.

Cilem této prace bylo prozkoumani, zda dlouhodo-
bym pasazovanim nedoslo ke zméné proliferacni ak-
tivity a tim ke zméné viastnosti méfené bunééné linie.

Material a metoda

Byly pouzity buriky linie HL-60 v koncentraci
1x10° bunék/ml, tj. 2,5x10%/25 ml v R.P.M.I. médiu
1640 (firma Sigma). Dale byly tkafoveé kultury o obje-
mu 25 ml rozdéleny do 6 skupin, z nichz kazdou re-
prezentovaly 3 tkarioveé kultury. Prvni skupina, kon-
trolni, nebyla ozafena. Ostatni skupiny tkariovych
kultur byly ozafeny davkou RTG zareni (240 kV,
13 mA, s davkovym piikonem 1 Gy/min) rentgeno-
vym pfistrojem (firma Seifert) v rozmezi 0,5-2,5 Gy,
ti. 0,56 Gy, 1 Gy, 1,6 Gy, 2 Gy a 2,5 Gy. Nasledné
vintervalech 24 hodin po ozafeni byl stanovovan
pocet bunék az do 120. hodiny po ozafeni. Pied
méfenim poétu bunék byly tkanové kultury homo-
genizovany trojnasobnym nasatim suspenze pomo-
ci pipety. Méfeni po¢tu bunék bylo provadéno od-
bérem suspenze tkarnové kultury o objemu 0,5 ml,
dale byl obsah viozen do centrifuga¢ni zkumavky,
2-3 sekundy protfepan v tfepatce a poté bylo
napipetovano mnozstvi 10 pl homogenni tkafové
kultury do méfici komurky (firma Neubauer). U kaz-

dé lahve s tkarnovou kulturou byl po&et bunék stano-
ven ve &tyfech usecich, kazdy o objemu 0,1 mm?®,
Primérny pocet bunék v kazdém meéreném useku
byl extrapolovan na objem 25 ml bunék.

K ur¢eni signifikantnosti rozdili nameérenych
hodnot byl pouzit dvoustranny Studentiv t-test
s nerovnosti odchylek.

Vysledky

V pribéhu experimentu nedoslo ke kontaminaci
Zzadné z vySetfovanych tkanovych kultur. Za 24 ho-
din po ozafeni nebyly zjistény statisticky vyznamné
odlinosti poctu bunék mezi ozafenymi skupinami a
kontrolni skupinou tkafovych kultur.

Za 48 hodin bylo pozorovano vyznamné nizsi
mnozstvi bunék oproti kontrolni skupiné u tkaro-
vych kultur ozafenych davkou 1 a 1,5 Gy (p<0,04).
Vysoce signifikantni pokles poctu bun&k byl zazna-
menan u skupin ozafenych davkou 2 a 2,5 Gy
(p<0,005). Nebyla pozorovana zadna vyznamna
odlidnost mnozstvi bunék kontrolni skupiny a bunék
ozafenych 0,5 Gy RTG zarfeni.

Po 72 hodinach od ozafeni bylo pozorovano sta-
tisticky vyznamné snizeni poétu bunék v(¢i neoza-
fené skupiné u tkarfiovych kultur ozarenych davka-
mi 1 Gy (p<0,02) a 1,5 az 2,5 Gy (p<0,005). Rozdil
poctu bunék ozafenych 0,6 Gy RTG zafenim byl na
hranici vyznamnosti (p<0,07).

Za 96 hodin po ozafeni byl zji§tén vyznamné niz-
i potet bunék u v8ech ozafenych skupin (0,5-2,5 Gy)
vUgi skupiné neozarenych kultur.

V poslednim méfeni proliferatni aktivity, tj. za
120 hodin po ozafeni, byl zjist&n signifikantn& nizsi
pocet bunék oproti kontrolni skupiné u tkafovych
kultur ozarenych davkou 1 Gy (p<0,05) a davkami
v rozmezi 1,5-2,5 Gy (p<0,001). Rozdil hodnot mé-
feného ukazatele mezi kontrolni skupinou a skupi-
nou ozafenou davkou 0,5 Gy byl na hranici vy-
znamnosti (p<0,06).

Primérné hodnoty po¢tu bunék ve sledovanych
¢asovych intervalech po ozafeni jsou uvedeny v ta-
bulce 1 a graficky znazornény v grafu 1. Casy
potiebné pro zdvojeni populace bunék vySetfova-
nych skupin linie HL-60 po jednotlivych davkach za-
feni jsou uvedeny v tabulce 2.
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Graf 1 Vliv RTG zéafeni na proliferacni aktivitu bunék linie HL-60

Tabulka 1

Primérny poéet bunék (x 10%) sledovany po ozafeni
(v hodinach) ve 25 ml tkafiové kultury

24 48 72 96 120
hodin | hodin | hodin hodin hodin

Neozafené| 4,19 | 7.42 18,00 38,63 48,79

0,5 Gy 363 |735 12,67 | 25,02*** | 44,33"

1Gy 2,96 | 569" |[1148* | 21,54** | 38,00"
1,5 Gy 292 | 550* | 9,19***| 17,02** | 28 42"
2Gy 2,75 3,44*** | 6,98***| 12,90** | 19,40
2,5 Gy 2,48 3,73***| 515" | 902" | 14,73"™

Rozdil poétu bunék vici kontrolni skupiné: * hraniéné signifi-
kantni rozdil (p<0,1),** signifikantni rozdil (p<0,05),"** vysoce
signifikantni rozdil (p<0,01)

Tabulka 2

Casy potfebné pro zdvojnasobeni populace bunék

"mmé' 05Gy|1Gy|1,5Gy|2Gy|25Gy
Cas (h) 24 30 34 48 72 | 108
Abendetal. (1) | 24 29 | 36 | 41 | 88 | 136

Diskuse

Z vysledkl vyplyva, ze pokles proliferace bunék
linie HL-60 je pfimo zavisly na absorbované davce
RTG zéfeni. Potateéni Ubytek bun&k ozafenych dav-
kou 2,5 Gy pod hranici 1x10°/ml Ize vysvétlit ubyt-
kem zplsobenym rozvojem apoptozy, jejiz procen-

96 hodin 120 hodin

tualni vyskyt u ozafenych bunék této linie je okolo
5-15 % po ozafeni davkou 2,5 Gy. Z namé&fenych
hodnot kontrolni skupiny Ize usoudit, Ze ¢asovy in-
terval 24 hodin pfiblizné odpovida ¢asu potiebnému
pro zdvojnasobeni populace bunék linie HL-60.
Avsak narlst poétu bunék neozafené skupiny mezi
96 a 120 hodinami je pouze cca 23 %. To lze vy-
svétlit stabilizaci populace buné&éné linie v disledku
nedostatku média pro zdvojnasobeni poctu bunék.

Schopnost proliferace po ozafeni davkou 0,5 Gy
RTG zafeni nebyla v priib&hu experimentu (kromé
vy$etfenl za 96 hodin po ozafeni) vyznamné ovliv-
néna. Tento pokus slouzil pfedevSim ke zjisténi
odlisnosti proliferagni aktivity bunék linie HL-60 v¢i
vysledkim naméfenym pied né&kolika lety (1).

Pfi srovnani udaju téchto experimentl zjistujeme,
Ze prolifera¢ni aktivita nebyla vyrazné odlisna. Nase
vysledky uvadéji lehce rychlej§i schopnost proliferovat
u buneék linie HL-60 po ozareni davkami 2 a 2,5 Gy.

Vysledky tohoto experimentu budou pouZivany
jako vychozi idaje pro dalsi vyzkumnou ¢innost pfi
pouziti bunééné linie HL-60.

Souhrn

Prace piedklada vysledky méfeni proliferaéni ak-
tivity na burikach promyelocytarni linie HL-60 oza-
fenych RTG zéafenim. Byla zjist&na statisticky signi-
fikantni davkova zavislost utlumu proliferaéni aktivi-
ty jiz za 48 hodin po ozafeni davkami 1 az 2,5 Gy,
ktera byla pozorovana az do konce experimentu.
Dale nebyl pozorovan vyznamny vliv diouhodobého
pasazovani na proliferaéni aktivitu neozafenych
bunék.
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