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Abstrakt

W pracy zostaly przedstawione rezultaty badan wplywu pola
niskocisnieniowe] zimnej plazmy na aktywnos$¢ biologiczna immunocytow.
Wykazano pozytywny wplyw zimnej plazmy na zachowanie immunocytéw w
stanach chorobowych.

Wprowadzenie

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wykazaly istotny wptyw pola
niskocisnieniowej (NC) zimnej plazmy na struktur¢ réznych materiatow,
m.in. metali 1 stopéw. Strumien jonow i elektronéw o energiach 0,5-5 keV
wytwarzany w plazmatronie (generatorze plazmy) powoduje objgtosciowa
modyfikacji tych materialéw, przejawiajaca si¢ w podwyzszeniu
charakterystyk ich wytrzymalosci prawie do giebokosci 10 mm [1-4].
Struktura metali 1 stopéw poddanych obrébce plazmowe;j jest analogiczna do
struktury  gleboko deformowanych prébek, chociaz w  procesie
napromieniowania materialy nie sa poddawane ani mechanicznym ani
termicznym obciazeniom. Nalezy wspomnie¢, ze taka efektywna modyfikacja
materialdbw nie jest mozliwa nawet przy bardzo wysokiej energii
bombardujacych czastek, rz¢du kilku MeV, gdzie giebokos¢ modyfikowane;j
warstwy nie przewyzsza 100 pm.

Wplyw pola NC plazmy na witasnosci fizykochemiczne wody byt réwniez
przedmiotem wielu badan. Wiadomo, ze charakter oddziatywania
przyspieszonych jonéw na powierzchni¢ materiatu istotnie zalezy od energii
jonéw. Przy inicjacji plazmy w obecnosci resztkowych gazéw, po osiagnigciu
krytycznych warto$ci napigcia pola elektrycznego E. 1 cisnienia P, ,powstaje
stacjonarny rezim istnienia plazmy ze stala koncentracja jondw. Przy réznicy
potencjaléw migdzy elektrodami wynoszacej 0.6-2,5kV, odlegtosci migdzy
elektrodami 0,3-0,5 m i ci$nieniu 10°Pa $rednia energia jonéw nie przekracza
2,5x10° eV. W tych warunkach, w plynach ulokowanych w sasiedztwie
katody w wodoszczelnych pojemnikach, pod wptywem plazmy zachodza si¢



r6znorodne fizyczno-chemiczne i fizyczno-mechaniczne procesy prowadzace
do zmian strukturalnych cieczy.

Wptyw pola NC plazmy na obiekty biologiczne przejawia si¢ rowniez w tak
zwanym inspirujacym efekcie. Na przyklad, napromieniowanie, lub po
wptywem napromieniowanej wody, nasion r6znych ogrodowych kultur (przy
napigciu generatora U = 2400-2700 V, gestosci jonowego potoku w komorze
R =2,5 x 10° jonéw/cm ? i czasie napromieniowania t = 20 min.), wykazato
podwyzszong (w poréwnaniu do probek kontrolnych) zdolnos¢ kietkowania,
zywotnos¢ 1 wegetatywny wzrost. U napromieniowanych w takich samych
warunkach drobnoustrojow (mleczno-kwasne bakterie, jednokomoérkowe i
wielokomorkowe  drozdze)  zauwazono  intensyfikacj¢ = procesOw
biosyntetycznych, rozmnazania i1 zmiany morfologiczne, co S$wiadczy o
fizjologicznych przemianach zachodzacych pod wptywem zimnej plazmy.
Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu niskocisnieniowej zimnej
plazmy na immunokompetentne komorki krwi (immunocyty). Do klasy
immunokompetentnych komorek zalicza si¢ limfocyty oraz makrofagi,
jednakze biorac pod uwage ich Scisty funkcjonalny zwiazek w reakcjach
odpornosciowych, zalicza si¢ do nich takze czgsto wieloziarniste leukocyty.
Szczegblng uwage poswigcono analizie wptywu pola NC plazmy in vitro na
immunocyty chorych o r6znym przebiegu choroby, a takze z onkologiczna
forma patologii o réznej genezie, ktéra pojawia si¢ w warunkach
niewystarczajacej efektywnosci ochrony immunobiologiczne;.

Wyniki eksperymentalne i dyskusja

Badania ukltadow biologicznych poddanych dziataniom NC plazmy
przeprowadzano w szklanych, kwarcowych i plastikowych probéwkach, tak
w stanie suchym, jak 1 w wodnych roztworach immunocytéw. W celu oceny
zachowania si¢ immunocytow poddanych dzialaniu pola NC plazmy
zastosowano podejscie 1 metody oparte na luminescencyjnej mikrospektralnej
analizie komorek z uzyciem fluoroscencyjnych sond. Taki sposob analizy, na
przyktad, fluorochromowanych oranzem akrydynowym (AQO) zywych
komorek, jest efektywny w rozpoznawaniu procesOw patologicznych i
kontroli  procesu leczenia. AO uzywa si¢ jako  wskaznik
immunokompetentnych komorek krwi, poniewaz posiada on wiasciwosci
metachromatyczne, pozwalajace na doktadne sledzenie r6znych aspektoéw ich
czynnosci fizjologicznych.

Analiza otrzymanych rezultatow wskazuje, ze mimo obecnosci bariery przed
badanym obiektem, ma miejsce rzeczywista odpowiedz zywych komoérek na
oddzialywanie pola NC plazmy. Nie wyklucza si¢ oddziatywania
posredniego, tzn. zjawiska przenoszenia efektu z materialdéw stanowiacych



barier¢ na badany obiekt. Przede wszystkim odnosi si¢ to do roztworow
wodnych, poniewaz zauwazalna jest zmiana fizyko-chemicznych wtasciwosci
wody pod wptywem pola NC plazmy.
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Rys. Schemat stanowiska do obrobki plazmowej wody.

W przeprowadzonych eksperymencie zbadany zostat wptyw oddziatywania
NC plazmy na immunocyty krwi zdrowego czlowieka i1 chorego w
chronicznym procesie zapalnym (immunoobwodowe zapalenie gruczotow).

Wiadomo, ze intensywnosci luminescencji fluorochromowanych AO zywych
komorek, odpowiadajacych dlugosci fali 540 nm okreslaja fizyko-chemiczny
(strukturalno-fizjologiczny) stan chromatyny, gdzie AO zwiazuje si¢ z DNA
w monomerycznej formie charakteryzowanej przez dtugos¢ fali A = 640 nm -
analogiczny stan ich lizosomatycznej struktury, w ktorym AO nagromadza
si¢ juz w nadmiarowej ilosci 1 odzwierciedla w ten sposob, ogélny poziom
aktywnosci komoérek. Na podstawie otrzymanych danych mozna
wnioskowac¢, ze NC plazma posiada stymulujacy potencjat w stosunku do
immunokompetentnych komérek. Swoimi zewngtrznymi przejawami efekt
ten przy luminescencyjnej mikrospektralnej analizie zywych komorek
przypomina wczesne stadia aktywacji immunocytow przez takie czynniki jak
lektyny. To, ze immunokompetentne komorki doswiadczaja znacznych
fizyko-chemicznych, biochemicznych i morfologicznych zmian pod
wplywem antygendéw albo mitogenow, tzn. czynnikOw, pojawiajacych si¢ w
warunkach infekcji, intoksykacji albo innych zaburzen homeostazy
organizmu s3 dobrze udokumentowane. Takie zmiany zwykle okresla sig



terminem "aktywacji immunokompetentnych komorek".

Duza czes$¢ limfocytow krwi posiada zdolnos¢ do rozmnazania si¢ i
podzialow w komorki immunokompetentne albo intensyfikacji metaboliczne;j
(funkcjonalnej) aktywnosci. Natomiast monocyty/makrofagi sa mato zdolne
do namnazania si¢ (jesli w ogodle sa zdolne), jednakze moga si¢ réoznicowac w
komorki aktywniej fagocytujace 1 wykazujace wyzsza adhezje komorek.
Dojrzate granulocyty nie sa zdolne ani do dzielenia sig, ani do r6znicowania
si¢, ale moga intensyfikowac¢ swoja funkcjonalnosc.

Aktywacja immunocytow jest koniecznym warunkiem ich udzialu w
reakcjach ochronnych organizmu. Sygnatem do aktywacji jednoczesnie wielu
immunokompetentnych ~ komoérek  jest  oddziatywanie  okreslonego
"aktywatora". Jedne aktywatory maja szeroki zakres dziatania - wplywaja na
r6znorodne komoérki (na przyktad, lektyny); inne w wigkszym stopniu
specjalizacji - dzialaja na pojedyncze subpopulacje komoérek (cytokiny).
Wspdlna jakosciowa cecha oddziatywania jest szybkie przejscie, w miarg
duzej subpopulacji immunokompetentnych komérek, w nowa forme.

Termin "aktywacja" zwykle ma dwa aspekty: po pierwsze, uzywa si¢ go do
okreslenia metastabilnego procesu, ktory konczy si¢ rozmnazaniem 1
roznicowaniem komorek, po drugie, do okreslenia zmian, zachodzacych w
immunokompetentnych  komoérkach podczas pierwszych minut po
oddzialywaniu aktywatoréw. Na obecnym etapie badan skupimy uwage si¢
na drugim aspekcie.

Na podstawie rezultatow wczesniejszych naszych badan mozna
przypuszczaé, ze ogllny wizerunek aktywacji antygenami 1 mitogenami jest
bardzo podobny. To daje mozliwos¢ ekstrapolacji rezultatdw pracy z
mitogenami na aktywacj¢ immunokompetentnych komorek. Jednakze w
naszej sytuacji analiza immunocytow w utrwalonej formie $wiadczy o
nieidentycznosci ich reakcji na oddzialywania mitogenu (lektyna) 1 NC
plazmy. Jest wysoce prawdopodobnym, ze to z jednej strony, w jakiejs
mierze, zwiazane jest z ich pierwotnie r6znym stanem funkcjonalnym u
zdrowych 1 chorych osobnikéw, a z drugiej - z inicjacja catkowicie réznych
genetycznych programéw zachowywania si¢ komorek.

Jak wiadomo lektyny (ConA, FGA LPS i in.) sa stymulatorami mitotyczne]
aktywnosci w limfocytach, tzn. inicjuja procesy biosyntezy RNA, DNA,
biatek, niezbednych dla komorkowej proliferacji. U dojrzatych
wielojadrzastych leukocytow reakcja na lektyny, prawdopodobnie ogranicza
si¢ tylko pierwotnie do fizyko-chemicznych zmian stanu komorki.
Obserwujemy to u zdrowego czlowieka, kiedy immunocyty znajduja si¢ w
stanie wzglednego funkcjonalnego spoczynku. W normalnym stanie in vivo



limfocyty, otrzymujac odpowiedni aktywacyjny sygnal do rozmnazania i
rOznicowania si¢, opuszczaja tryb cyrkulacji 1 przechodza do limfotycznych
narzadow w celu zakonczenia reakcji, stajac si¢ faktycznie niedostgpnymi dla
zwyktej immunohematologicznej analizy. W patologii, w warunkach
zwigkszonych obciazen funkcjonalnych, immunocyty (limfocyty) pozostaja
we krwi 1 realizuja inny genetyczny program, wylaczajacy podziat,
ukierunkowany na podwyzszanie swojej prostej fizjologicznie pozadane]
aktywnosci, tak jak to zachodzi przy kazdej adaptacyjnej reakcji organizmu.

W elastycznej adaptacji organizmu do jakichkolwiek nadzwyczajnych
oddziatywan podstawowa rol¢ gra takze intensyfikacja syntezy kwasow
nukleinowych 1 biatek. Pierwszym 1 kluczowym etapem tego procesu,
zwlaszcza przy immunogenezie, jest synteza RNA, ktéra poprzedza
biosyntezg bialek. W funkcjonalnym stanie spoczynku w immunocytach
zachodzi tylko biosynteza, ktora mocno aktywuje si¢ przy funkcjonalnym
obciazeniu komorki.

Na rys. 2 przedstawiono wptyw pola NC plazmy na fluorescencj¢ limfocytow
krwi zdrowego (1) 1 chronicznie chorego (2) czlowieka.
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Rys. 2. Fluorescencja zywych limfocytéow krwi zdrowego czlowieka (1) 1
chronicznie chorego (2) przed (a) 1 po (b) oddziatywaniu NC plazmy.

Mozna zauwazy¢, ze w przypadku zdrowego czlowieka stosunek
intensywnosci pasma fluorescencji przy 540nm do pasma potozonego przy
650 nm jest znacznie wyzszy w pordéwnaniu z cztowiekiem chorym. Po



podaniu wpltywowi pola NC plazmy intensywnos¢ wysokoenergetycznego
pasm fluorescencji chorego czilowieka przy 540 nm ulega znacznemu
zwigkszeniu w porOwnaniu ze zdrowym.

Na rys. 3 przedstawiono poréwnanie zmian fluorescencji krwi zdrowego
zachodzacych pod wptywem pola NC plazmy.
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Rys. 3. Fluorescencja limfocytéw krwi zdrowego cztowieka (1) i chronicznie
chorego (2) bez oddzialywan (a), przed 1 po poddaniu oddzialywaniem
NCplazmy (b), oraz po poddaniu leczeniem lektyna (c).

Mozna zauwazy¢, ze wysokoenergetyczne pasmo fluorescencji z maximum
przy 540nm jest znacznie intensywniejsze niz pasma potozonego przy
650nm.Catkiem odwrotna sytuacja ma miejsce u chronicznie chorego
osobnika. Po poddaniu limfocytow obrobce NC plazma ma miejsce
odwrdcenie intensywnosci obu pasm fluorescencji w przypadku chorej
osoby, poniewaz nastgpuje silny wzrost intensywnosci pasma przy 540nm
kosztem intensywnosci pasma przy 650nm. Nie obserwuje si¢ znaczacych
zmian rozkladu intensywnosci fluorescencji limfocytow w przypadku
zdrowej osoby. Swiadczy to, ze obrébka limfocytéw jest bardziej znaczaca w
przypadku chorych oséb. Dla pordwnania na rys. 3c przedstawiono wpltyw
leczeniem substancja lektynowa na zachowanie limfocytéw osoby chorej,
pod wplywem ktérej, nastgpuje wzrost intensywnosci pasma przy 540 nm,
Swiadczacy o ustapieniu przyczyn stanéw chorobowych.

W przypadku syntezy DNA jest wiadomym, ze immunocyty krwi znajduja si¢
w fazie G, komorkowego cyklu i1 nie syntetyzuja go de novo. Dlatego,
indykatorem biosyntetycznej aktywnosci immunocytéw krwi (w danym
przypadku limfocytobw 1 monocytow) moze by¢ wewnatrzkomorkowy
stosunek RNA/DNA, ktéry mozna ilosciowo oceni¢ przy pomocy
luminescencyjnej mikrospektralnej analizy poddanych specjalnej obrébce



(utrwalonych) 1 fluorochromowanych AO indywidualnych komorek. W
spektralnej analizie ten stosunek moze by¢ wyrazony przy pomocy relacji,
okreslajacej wzgledny stosunek intensywnosci fluorescencji

o = Iga0/ Iszg

gdzie Igyp to intensywnos¢ luminescencji komorek na dtugosci fali 640 nm, a
I530 0znacza intensywnos¢ luminescencji komoérek na dtugosci fali 530 nm. o
jest spektralnym parametrem, ktory moze stuzy¢ jako wskaznik ich ogdlnej
biosyntetycznej aktywnosci.

Podsumowanie

Studia fenomenologii 1 mechanizméw aktywacji immunocytow maja na
uwadze kilka celow. Jednym z nich jest ocena wyjSciowego stanu populacji
immunokompetentnych komorek, zwlaszcza w warunkach klinicznych.
Drugim jest ustanowienie korelacji miedzy charakterem wczesnych 1 idacych
w Slad za nimi zmian w immunokompetentnych komérkach pod wptywem
roznych aktywatoréw. Trzecim jest znalezienie sposobOw sterowania
zachowaniem si¢ immunokompetentnych komorek.

System immunonologiczny, jak wiadomo, w najbardziej bezposredni sposdb
zabezpiecza 1 kontroluje adaptatywne 1 regeneracyjne procesy organizmu.
Dlatego, krazace w obiegu krwi komoérki systemu odpornosciowego,
spelniajace w organizmie kontrolujace 1 homeostatyczne funkcje, moga
rOwnoczesnie stluzy¢ jako zwierciadto raportujacych funkcji organizmu, w
ktorym odbijaja si¢ praktycznie wszystkie adaptacyjne 1 patologiczne procesy
zyciowe organizmu. Nawet wydalone z organizmu immunokompetentne
komorki krwi zachowuja te strukturalno-funkcjonalne wiasciwosci in vivo z
ich komérkowym 1 humoralnym mikrootoczeniem.

Mozna sprobowa¢ wykorzysta¢ ta wiasciwos¢ immunocytéw do
kontrolowanej immunokorekcji przy patologii, na przyktad przez
wykorzystanie pola NC plazmy. Co wigcej, biorac pod uwage
wielofunkcyjnos¢ systemu odpornosciowego , mozna oczekiwac przy tym i
szerszego zakresu fizjologicznych zmian w organizmie, co prawdopodobnie,
podniesie terapeutyczna celowos¢ podobnego oddzialywania.

Skuteczne leczenie chronicznych choréb zawsze przedstawiato soba jedno z
najbardziej ztozonych zadan, rozwiazanie, ktorego opiera si¢ na nieustannym
doskonaleniu tak metodologicznych, jak 1 metodycznych procedur.
Nieodzownym warunkiem sukcesu w takim przedsigwzigciu jest wczesna



diagnoza chor6b i odpowiednia terapia.

Wiadomo, ze nie tylko zaburzanie reakcji ustrojowych ale rowniez inicjacja
procesOw regeneracyjnych organizmu moze by¢ wywolana przez
oddzialywania zewngtrzne. Stwierdzono, ze przy kréotkotrwate oddziatywanie
NC plazma moze dziata¢ stymulujagco na fizjologi¢ organizmu. Nalezy
nadmieni¢, ze do pelnego zrozumienia molekularno-komérkowych
mechanizméw oddziatywania pola NC plazmy droga jest jeszcze niestety
daleka.
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