Dziatanie przeciwnowotworowe zredukowanej wody alka licznej
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Abstrakt : Niektore substancje mineralne po rozpuszczeniu w wodzie mogg
wytwarza¢ zredukowang wode alkaliczng o wysokim pH i niskim potencjale
oksydacyjno-redukcyjnym. Zredukowana woda alkaliczna wykazata istotne dziatanie
przeciwnowotworowe. Po podskornej i dootrzewnowej inokulacji komorek czerniaka
B16, myszy C56BL/6 otrzymujgce zredukowang wode alkaliczng wykazaty
opOznienie wzrostu guza oraz znaczne wydluzenie czasu przezycia. Po
wstrzyknieciu do zyty ogonowej, zredukowana woda alkaliczna hamowata rowniez w
sposob istotny przerzuty poprzez zmniejszenie liczby kolonii czerniaka B16. llos¢
reaktywnych form tlenu (RFT) znacznie sie zmniejszyta po podaniu zredukowanej
wody alkalicznej, z wyjatkiem sledziony, ktora jest istotnym narzgdem dla odpornosci.
Nawet w przypadku zdrowych myszy, podaz zredukowanej wody alkalicznej
wywotata cytokiny ogolnoustrojowe, takie jak Thl (IFN-y, IL-12) i Th2 (IL-4, IL-5), co
sugeruje silne dziatanie immunomodulacyjne. Zarbwno dziatanie wymiatajgce RFT

jak i dziatanie immunomodulacyjne moze by¢ odpowiedzialne za
przeciwnowotworowe dziatanie zredukowanej wody alkalicznej.
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1. Wprowadzenie

Reaktywne formy tlenu (RFT), inaczej wolne rodniki, sg jednym z gtéwnych
sprawcow uszkodzenia oksydacyjnego makroczgsteczek biologicznych. Jest ogdlnie
wiadome, ze te niestabilne RFT wywotujg lub pogiebiajg r6zne nieuleczalne choroby,
takie jak rak, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, choroby neurodegeneracyjne,
a takze proces starzenia 1+ 2

Komorkowe zmiatacze rodnikowe, takie jak dysmutaza nadtlenkowa, katalaza czy
peroksydaza glutationowa stanowig naturalny system obronny przeciwko RFT.
Zewnetrzne zrodta ochrony antyoksydacyjnej obejmujg witaminy antyoksydacyjne C i
E, karoten i karotenoidy, jak réwniez substancje mineralne takie jak selen i cynk.
Wiele dziatah zostato podjetych w celu odkrycia bezpiecznych i silnych naturalnych
przeciwutleniaczy.

Organizm cztowieka sktada sie w 70% z wody. Woda dociera do kazdej tkanki w
organizmie czilowieka w ciggu 30 minut od jej wypicia. Przechodzi rowniez bez
przeszkdd przez bariere krew-mézg i nie ma prawie zadnych skutkow ubocznych.
Gdyby sama woda mogta dziata¢ jako zmiatacz wolnych rodnikow, bytaby idealnym
przeciwutleniaczem 3

Ostatnio wykazano, ze poddana elektrolizie woda o wysokim pH i zdecydowanie
uiemnym potencjale redoks posiada dzialanie podobne do dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy, a zatem zmiata reaktywne formy tlenu i chroni DNA przed
uszkodzeniem przez wolne rodniki in vitro 4



Opracowalismy kombinacje skladnikbw mineralnych w celu wytworzenie
zredukowanej wody alkalicznej o wysokim pH i niskim potencjale redoks, podobng do
wody elektrolizowanej. Kombinacja ta byta tatwa do przenoszenia i tansza niz system
do produkcji wody elektrolizowanej.

Niniejszy artykut prezentuje dziatanie przeciwnowotworowe zredukowanej wody
alkalicznej w modelu zwierzecym.

2. Materiat i metody

Zredukowana woda alkaliczna

Zredukowang wode alkaliczng otrzymano poprzez dodanie kombinacji sktadnikéw
mineralnych do butelki z wodg. Odczyn pH zwiekszono do 10,5 a potencjat redoks
obnizono do poziomu -200 mv. Zawartos¢ sktadnikow mineralnych w zredukowanej
wodzie alkalicznej byta zwiekszana w sposob zalezny od czasu.

Zwierz eta i komorki

Myszy C57BL/6 (4-5-tygodniowe) pozyskano od Daehan Bio Link Co., Ltd.
(Chungbuk, Korea) i trzymano na standardowej karmie i wodzie z kranu do momentu
podawania zredukowanej wody alkalicznej. Linie komoérkowe czerniaka mysiego B16
utrzymywano w pozywce Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) z dodatkiem
5% inaktywowanej temperaturg ptodowej surowicy bydlecej (FBS) w warunkach 95%
wilgotnosci powietrza - 5% CO2 w temp. 37°C. Wysoce metastatyczng linie
komorkowg B16 wyizolowano z pluca myszy C57BL/6, inokulowanych
wewnagtrzotrzewnowo komorkami B16. Komorki sklonowano metodg ograniczonego
rozcienczania i wybrane klony inokulowano myszom. Czynnos$¢ te powtorzono
trzykrotnie, gdzie kohcowe klony o duzym potencjale przerzutowym otrzymano jako
komorki czerniaka B16-BL6.

Ocena dziatania antymetastatycznego w warunkach in Vivo

Wyhodowane komorki czerniaka B16-BL6 zebrano za pomocg 2 mM EDTA w
roztworze PBS, a nastepnie trzykrotnie optukano roztworem PBS. 1 x 106 komorek
czerniaka B16-BL6 wstrzyknieto do zyly ogonowej grupy kontrolnej oraz myszom
C57BL/6 otrzymujgcym zredukowang wode alkaliczng. Po 20 dniach myszy
usmiercono, a ptuca oceniono pod wzgledem liczby kolonii komorek B16-BL6 ze
zmianami przerzutowymi.

Hamowanie wzrostu guza w warunkach in vivo

Wyhodowane komorki czerniaka B16-BL6 zebrano za pomocg 2 mM EDTA w
roztworze PBS, a nastepnie trzykrotnie optukano roztworem PBS. 1 x 106 komorek
czerniaka B16-BL6 wstrzyknieto podskodrnie na plecach myszy C57BL/6. Codziennie
dokonywano pomiaru osi diugiej i krétkiej guza, a objetos¢ obliczano wedtug wzoru
ab2/2, gdzie a to dlugos¢ osi diugiej, a b to dtugos¢ osi krotkiej. Krzywg przezycia
przedstawiono z wykorzystaniem metody Kaplana-Meiera.

Oznaczenie cytokin metod g ELISA

Stezenie cytokin z surowic myszy oceniono za pomocg konwencjonalnej metody
kanapkowe] ELISA. Powtoke i biotynylowane przeciwciato wychwytujgce zakupiono
od Pharmingen (USA): odpowiednio klony JES5-2A5 i JES5- 16E3 dla IL-4 oraz
klony R4-6A2 i XMG1l-2 dla IL5. Powlekanie 96-dotkowe] piytki do
mikromiareczkowania wykonano z wykorzystaniem 250 g przeciwciat powtoki.



Kolejno dodano prébke surowic, biotynylowane przeciwcialo wychwytujgce, wtorne
przeciwciato i streptawidyne HRP, nastepnie inkubowano i ptukano. W celu rozwoju
dodano roztwér o-fenylenodiaminy, a w celu zatrzymania rozwoju kwas siarkowy 2N.
Zmierzono absorbancje czytnikiem ELISA przy 490 nm.

Oznaczenie RFT

Zliczanie RFT w cytoplazmie przeprowadzono metodg oksydacji dioctanu 2',7'-
dichlorofluoresceiny (DCF-DA) jak opisano w innym miejscu®). 12,5 M DCFDA
inkubowano w homogenacie watroby, $ledziony, pluca lub moézgu, a zmiane
fluorescencji mierzono przy dtugosci fali wzbudzenia 485 nm i dlugosci fali emisji 585
nm. Wzgledng jednostke fluorescencji ustalono na 1 mg biatka w homogenacie.

3. Wyniki

Wptyw zredukowanej wody alkalicznej na wzrost guza oraz czas prze zycia
Wzrost guza zostat w znacznej mierze zahamowany w grupie otrzymujgcej
zredukowang wode alkaliczng. Po 10 dniach od podskérnego wstrzykniecia komorek
czerniaka B16 w bok myszy C57BL/6, masa guza byla wyczuwana palpacyjnie, a
nastepnie regularnie mierzona. Po 10 dniach guz mierzyt 0,27 cm3 w grupie
otrzymujgcej zredukowang wode alkaliczng, natomiast w grupie otrzymujgcej wode z
kranu byto to 0,48 cm3. Po 19 dniach guz mierzyt 3,32 cm3 w grupie otrzymujgcej
zredukowang wode alkaliczng oraz 6,02 cm3 w grupie kontrolnej wykazujgc 54%
zahamowanie wzrostu.

Po wstrzyknieciu wewnatrzotrzewnowym komorek czerniaka B16 myszom C57BL/6,
monitorowano réwniez wskaznik przezycia. Zredukowana woda alkaliczna
przedtuzyta sredni czas przezycia z 36 dni w grupie kontrolnej do 44 dni w grupie
otrzymujgcej zredukowang wode alkaliczna.

Ocena dziatania antymetastatycznego zredukowanej wo dy alkalicznej na
przerzuty B16 do ptuc

Po dozylnym wstrzyknieciu komérek czerniaka B16 do zyly ogonowej myszy
C57BL/6, oceniono dziatanie antymetastatyczne zredukowanej wody alkalicznej. 15
dni po iniekcji myszy zostaty usmiercone. Usunieto im tkanki ptucne oraz poréwnano
zmiany przerzutowe. Grupa otrzymujgca zredukowang wode alkaliczng miata mniej
zmian przerzutowych. W grupie otrzymujgcej zredukowang wode alkaliczng
naliczono 257 czarnych kolonii na ptucach, a w grupie kontrolnej odnotowano 145
czarnych plamek, wskazujgc na 44% hamowanie przerzutéw komorek czerniaka.

Poniewaz wiadomo, ze komérka czerniaka wykazuje zwiekszony stres oksydacyjny,
ktory moze wspiera¢ powstawanie przerzutéw, zmierzono réwniez stezenie RFT dla
kazdego narzadu tych samych myszy, ktérym wstrzyknieto czerniaka B16 z
wykorzystaniem DCFH-DA (Ryc. 1). llo§¢ RFT dla ptuca, watroby i nerki byta bardzo
mata u myszy otrzymujgcych zredukowang wode alkaliczng w poroéwnaniu do grupy
kontrolnej. Jednak $ledziona, ktora jest narzadem istotnym dla odpornosci, wykazata
wysoki poziom RFT w grupie otrzymujgcej zredukowang wode organiczng. Moze to
sugerowac dziatanie wody wspierajgce odpornosc.
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Ryc.1. Wpltyw zredukowanej wody alkalicznej na wymia  tanie RFT u myszy.

Ocena dziatania immunomodulacyjnego zredukowanej wo dy alkalicznej

Podaz zredukowanej wody alkalicznej wywotata cytokiny ogoélnoustrojowe, takie jak
Thl (IFN-y, IL-12), cytokiny odpornosci komérkowej i Th2 (IL-4, IL-5), cytokiny
odpornosci humoralnej (Ryc. 2). Sugeruje to, ze zredukowana woda alkaliczna
stymuluje zarowno odpornos¢ komorkowg jak i humoralng. Thl i Th2 osiggnety
wartos¢ szczytowg po 2 tygodniach podawania zredukowanej wody alkalicznej i
powrdcity do wartosci poczgtkowej. Stezenia cytokin w grupie otrzymujgcej wode z
kranu pozostaty na poziomie wartosci poczgtkowych.
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Ryc.2. Kinetyka wzgl edem czasu w st ezeniu cytokin Thl i Th2 w surowicy w
grupie myszy otrzymuj acych zredukowan g wode alkalicznag i w grupie
kontrolnej, ktorym wstrzykni  eto komoérki czerniaka B16-BL6

4. Dyskusja

Ostatnio wykazano, ze poddana elektrolizie woda o wysokim pH i zdecydowanie
uijemnym potencjale redoks posiada dziatanie podobne do dysmutazy
ponadtlenkowej i katalazy, a zatem zmiata RFT i chroni DNA przed uszkodzeniem
przez wolne rodniki in vitro. Jesli zredukowana woda alkaliczna rzeczywiscie dziata
jak przeciwutleniacz i chroni DNA przed uszkodzeniem, mozna postawi¢ hipoteze, ze
jej podaz moze wywotywac dziatanie przeciwnowotworowe.

Niniejsze badanie wykazuje przeciwnowotworowe dziatanie zredukowanej wody
alkalicznej. Przyjmowanie zredukowanej wody alkalicznej spowalniato wzrost guza
oraz hamowato przerzuty przy podaniu dozylnym, prowadzgc do wydtuzenia czasu
przezycia myszy, ktorym wstrzyknieto czerniaka B16. Komorka czerniaka B16 jest
jednym z najczesciej wystepujgcych nowotworéw u cziowieka i charakteryzuje sie
wysokg zdolnos$cig inwazji i przerzutéw® ”- Nowotwodr ten wymyka sie z pod kontroli
uktadu odpornosciowego i rozprzestrzenia sie szybciej niz jakikolwiek inny guz
opierajgc sie na roznych mechanizmach, takich jak regulacja w dot MHC,
podwyzszenie stezenia reaktywnych form tlenu (RFT), a tym samym przyspieszenie
powstawania przerzutow8). Nasze badanie wykazato nie tylko dziatanie
zredukowanej wody alkalicznej jako przeciwutleniacza, ale takze jako silnego



immunomodulatora, gdzie obydwie te role mogg odpowiada¢ za dziatanie
przeciwnowotworowe. A zatem, zredukowana woda alkaliczna powinna by¢
skuteczna w réznych chorobach wynikajgcych z niskiej odpornosci i/lub wysokiego
stezenia reaktywnych form tlenu, a takze w zapobieganiu nowotworom.
Zredukowana woda alkaliczna posiada nie tylko wysokie pH i niski potencjat redoks,
ale takze jony magnezu. Ostatnio wykazano, ze magnez jest skuteczny w
zapobieganiu réznym chorobom®: Nie mozemy wykluczyé mozliwosci, ze obecnos¢
magnezu w zredukowanej wodzie alkalicznej przyczynita sie do dziatania
przeciwnowotworowego.

Woda dociera do kazdej tkanki w organizmie cziowieka w ciggu 30 minut od jej
wypicia. Przechodzi réwniez bez przeszkdd przez bariere krew-mdzg i nie ma prawie
zadnych skutkow ubocznych. Przyjmowanie zredukowanej wody alkalicznej moze
by¢ idealnym sposobem na zachowanie zdrowia.
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