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Wpływ wanadu i selenu na morfologię 

oraz aktywność mitotyczną komórek in vitro
Wstęp

Selen i wanad są pierwiastkami śladowymi niezbędnymi do prawidłowego wzrostu i rozwoju zwierząt oraz ludzi. Liczne badania in vivo oraz in vitro wykazały, że związki selenu wyraźnie chronią komórki przed prooksydantami do których jak wiadomo należy większość kancerogenów. Stwierdzono również cytotoksyczność i hamujący wpływ związków selenu na proliferację komórek nowotworowych. Jednakże mechanizm takiego działania nie jest jeszcze dokładnie poznany. Ogromną rolę ma tu niewątpliwie stymulujący wpływ tego pierwiastka na aktywność enzymów antyoksydacyjnych komórki (3). 

Wanad w śladowych ilościach wchodzi w skład organizmów żywych, gdzie reguluje m.in. metabolizm węglowodanów, lipidów i cholesterolu. Jednakże nadmiar tego pierwiastka jest również toksyczny (10). Ostatnio zwrócono uwagę na właściwości antykancerogenne tego pierwiastka (4).

Dotychczas stosunkowo mało znane są interakcje obu wymienionych pierwiastków w warunkach in vitro. Dlatego celem przedstawionej pracy była ocena wpływu selenu i wanadu na morfologię oraz proliferację mysich komórek L929. 

Materiały i metody

Badania przeprowadzono na mysich komórkach L929. Hodowano je w pożywce RPMI 1640 (BIOMED Lublin, Polska) wzbogaconej 5% dodatkiem płodowej surowicy bydlęcej (GIBCO Grand Island, USA). Do podłoża dodawano również streptomycynę w ilości 100μg/ml oraz 100U penicyliny/ml. Hodowlę prowadzono w temp. 37ºC w butelkach Legru. Komórki pasażowano dwa razy w tygodniu.

Zawiesinę o gęstości 5 ( 104 komórek/ml wlewano do naczyń Leightona w ilości 2 ml. Po 24 godzinach inkubacji zmieniano płyn hodowlany na podłoże utrzymujące (płyn RPMI 1640, 1,5% płodowa surowica bydlęce) z dodatkiem seleninu sodu – Na2SeO3 (Sigma St.Louis, USA) w stężeniu: 0 (kontrola), 1, 5, 10 μM lub/i metawanadanu sodu – NaVO3 (Sigma St.Louis, USA) w stężeniu: 0 (kontrola), 1 i  2,5 μM. 

Po 24 h inkubacji komórki rosnące na szkiełkach nakrywkowych wyjmowano z naczyń Leightona, utrwalano metanolem i barwiono metodą H+E. Otrzymane preparaty analizowano dokładnie pod mikroskopem i liczono: komórki dzielące się, komórki 2- i wielojądrzaste, olbrzymie oraz z nieregularnym jądrem komórkowym. 

Wyniki badań poddano analizie statystycznej według testu (2, przyjmując jako kryterium znamienności p<0,05.

Wyniki

Przeprowadzone badania wykazały wyraźny wpływ Na2SeO3 oraz NaVO3 na morfologię oraz aktywność mitotyczną komórek in vitro. Komórki w hodowlach kontrolnych miały wielokątne lub wrzecionowate kształty z wieloma wypustkami cytoplazmatycznymi. Najczęściej były to komórki 1-jądrzaste z okrągłym lub owalnym jądrem komórkowym.

Selenin sodu w stężeniu 1 (M nie spowodował uchwytnych zmian w  morfologii badanych komórek. Zaobserwowano jedynie ok. 2 % wzrost liczby komórek dzielących się w stosunku do kontroli (Tabela 1). W obecności wyższych stężeń Na2SeO3 w pożywce (5 i 10 (M) stwierdzono wzrost liczby komórek o wyraźnie mniejszej długości wypustek cytoplazmatycznych. Rosła również liczba komórek 2- i wielojądrzastych oraz pojawiały się komórki   o jądrach nieregularnych, pałeczkowatych lub segmentowanych (Tabela 2).

Roztwór Na2SeO3 o stężeniu 5 (M w niewielkim stopniu hamował aktywność mitotyczną badanej linii komórkowej. Jednakże w stężeniu 10 (M prawie o połowę obniżył liczbę dzielących się komórek (Tabela 1). Poza tym w hodowlach traktowanych najwyższym stężeniem seleninu sodu można było zaobserwować dużą liczbę komórek silnie obkurczonych. 

W hodowlach z dodatkiem 1 i 2,5 (M NaVO3 wzrosła liczba komórek 2- i wielojądrzastych oraz zaokrąglonych. Zaobserwowano dużo większą niż w przypadku seleninu sodu liczbę komórek o pałeczkowatym bądź segmentowanym jądrze (Tabela 2). Zmianom tym towarzyszył wyraźny spadek liczby komórek dzielących się (Tabela 1).

Tabela 1. Wpływ Na2SeO3 i  NaVO3 na aktywność mitotyczną i fazy mitozy komórek L929*

	rodzaj hodowli
	stężenie

[(M]
	liczba komórek

badanych

[n]
	komórki

dzielące się

[%]
	fazy mitozy  [%]

	
	
	
	
	P
	M
	A
	T

	K
	-
	30203
	32,27
	24,17
	0,63
	0,07
	7,38

	Na2SeO3
	1

5

10
	30286
	34,49
	23,71
	1,24
	0,06
	9,48

	
	
	20141
	27,78
	19,36
	0,66
	0,05
	7,71

	
	
	30531
	19,39a
	14,47
	0,49
	0,01
	4,43

	NaVO3
	1

2,5
	40285
	22,17
	17,16
	0,45
	0,05
	4,51

	
	
	20819
	17,88b
	13,27
	0,25
	0,01
	4,35


* przedstawione wyniki są średnią z dwóch serii badań (3 powtórzenia w każdej)

    

a, b – różnice statystycznie znamienne w stosunku do kontroli 

 

a - p<0,05  ;  b- p<0,05  

	rodzaj hodowli
	stężenie

[(M]
	komórki

2-jądrzaste

[‰]
	komórki wielojądrzaste

[‰]
	komórki

olbrzymie

[‰]
	komórki z nieregularnym

jądrem  [‰]

	K
	-
	4,37
	1,13
	0,60
	0,63

	Na2SeO3
	1

5

10
	6,27
	1,19
	0,73
	1,25

	
	
	4,27
	1,29
	0,74
	0,70

	
	
	10,55
	3,47
	1,67
	1,70

	NaVO3
	1

2,5
	5,41
	1,09
	0,77
	4,17

	
	
	24,3
	5,91
	1,49
	9,51


Tabela 2. Wpływ Na2SeO3 i  NaVO3 na liczbę komórek olbrzymich, 2- i wielojądrzastych

w   hodowli komórek L929a, b
a przedstawione wyniki są średnią z dwóch serii badań (3 powtórzenia w każdej)

b liczba komórek badanych jak w tabeli 1 

W hodowlach traktowanych jednocześnie 1 (M Na2SeO3  i 1 (M NaVO3 zaobserwowano zmniejszenie liczby komórek 2- i wielojądrzastych a szczególnie liczby komórek o nieregularnym kształcie jądra w stosunku do hodowli traktowanych samym NaVO3 (Tabela 4). Jednak nie stwierdzono istotnego wpływu na liczbę komórek dzielących się (Tabela 3).

Tabela 3. Wpływ równoczesnego dodania  Na2SeO3 i NaVO3 do hodowli na aktywność mitotyczną i fazy mitozy komórek L929*

	rodzaj hodowli
	stężenie

[(M]
	liczba komórek

badanych

[n]
	komórki

dzielące się

[%]
	fazy mitozy

[%]

	
	
	
	
	P
	M
	A
	T

	NaVO3
+

Na2SeO3
	1

1
	20062
	21,88
	16,15
	0,58
	0,07
	5,08


* przedstawione wyniki są średnią z dwóch serii badań ( 3 powtórzenia w każdej)

Tabela 4. Wpływ równoczesnego dodania  Na2SeO3 i NaVO3 do hodowli komórek L929 na               liczbę komórek olbrzymich, 2- i wielojądrzastych a, b

	rodzaj hodowli
	stężenie

[(M]
	komórki

2-jądrzaste

[‰]
	komórki wielojądrzaste

[‰]
	komórki

olbrzymie

[‰]
	komórki z nieregularnym

jądrem  [‰]

	NaVO3
+

Na2SeO3
	1

1
	4
	0,4
	0,50
	2,59


a przedstawione wyniki są średnią z dwóch serii badań ( 3 powtórzenia w każdej)

b liczba komórek badanych jak w tabeli 3

Omówienie wyników


W przedstawionych badaniach Na2SeO3 dopiero w stężeniu 10 (M istotnie hamował proliferację komórek L929 in vitro. O wyraźnej cytotoksyczności świadczył spadek o ok.13% liczby komórek dzielących się w stosunku do kontroli oraz obecność w hodowli dużej liczby komórek silnie obkurczonych.

Cytotoksyczne właściwości Na2SeO3 wobec ludzkich komórek nowotworowych opisywali wcześniej inni autorzy (5,8) . Shen i wsp. (8) wykazali np. wzrost poziomu anionorodnika ponadtlenkowego (O2(() w komórkach linii hepatoma HepG2 traktowanych Na2SeO3 w zakresie stężeń 5-25 (M, co prowadziło do indukcji apoptozy. 


W badaniach własnych NaVO3  w stężeniu 1 i 2,5(M wyraźnie hamował aktywność mitotyczną komórek L929. W sposób istotny wpływał również na liczbę komórek 2- i wielojądrzastych oraz komórek z nieregularnym kształtem jądra.


Na genotoksyczne właściwości związków wanadu zwrócił uwagę Ciranni R i wsp.(2). Autorzy ci wykazali np., że podany dożołądkowo myszom Na3VO4 w dawce 75 mg/kg zwiększał liczbę mikrojąderek w komórkach szpiku kostnego. W badaniach własnych nie obserwowano typowych mikrojąderek, jednak zwracała uwagę zróżnicowana wielkość jąder. Komórki L929 traktowane metawanadanem sodu były zaokrąglone. Obserwowano również zagęszczenie cytoplazmy oraz kondensację chromatyny w jądrze komórkowym. Tego typu wygląd sugeruje zmiany apoptotyczne.


Bay B. H. i wsp. (1) opisali zmiany kształtu ludzkich komórek wątroby pod wpływem milimolarnych dawek 4-wartościowych związków wanadu. Analizowane komórki były mniejsze w porównaniu z kontrolą oraz wykazywały zmiany morfologiczne typowe dla apoptozy jak marginalizacja chromatyny w jądrze komórkowym i pojawienie się ciałek apoptotycznych. Z kolei inni autorzy (6) stwierdzili, że NaVO3 w mysich komórkach epidermalnych linii JB6P+ wywołuje wzrost poziomu białka p53, uszkodzenie mitochondriów i w rezultacie śmierć komórek w wyniku apoptozy. W obydwu przytoczonych powyżej pracach autorzy sugerują, że przyczyną opisanych zmian apoptotycznych było generowanie reaktywnych form tlenu ((OH, H2O2) przez związki wanadu.


Przedstawione, wstępne wyniki badań wykazały osłabienie działania NaVO3 przez niskie dawki seleninu sodu. Trudno jednoznacznie wytłumaczyć mechanizm takiego wpływu. Można przypuszczać, że selen osłabił prooksydacyjne właściwości wanadu wzmacniając jednocześnie układ antyoksydacyjny komórki. Takie działanie selenu  zostało stwierdzone  in vivo we wcześniejszych badaniach własnych (9). Z kolei Leist M. i wsp.(7) wykazali, że dodanie 50nM seleninu do hodowli komórek L929  indukuje wzrost aktywności peroksydazy glutationowej, która jest ważnym enzymem antyoksydacyjnym 

Jak wynika z przeprowadzonych badań własnych oraz innych autorów związki wanadu i selenu wywierają duży wpływ na komórki in vivo oraz in vitro. Biorąc pod uwagę perspektywę zastosowania obu pierwiastków w terapii nowotworów oraz innych chorób szczególnie ważne jest dokładne poznanie ich interakcji. Dlatego opisane powyżej zagadnienia wymagają dalszych badań i obserwacji.    

Wnioski
1. Metawanadan sodu w stężeniu 1 i 2,5 (M działa hamująco na proliferację mysich   fibroblastów L929. Powoduje również wzrost liczby komórek zaokrąglonych, 2- i wielojądrzastych oraz z nieregularnym jądrem.

2. Selenin sodu w stężeniu 10 (M indukuje zmiany cytotoksyczne w hodowli wymienionych komórek in vitro.

3. Niskie stężenie Na2SeO3 (1 (M) osłabia cytotoksyczne działanie NaVO3. 
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Streszczenie

Zbadano wpływ metawanadanu sodu (NaVO3) i seleninu sodu (Na2SeO3) na aktywność mitotyczną i morfologię mysich komórek L929. Komórki inkubowano przez 24 godziny z dodatkiem 1 i 2,5 (M NaVO3 lub/i Na2SeO3 w stężeniu 1, 5 i 10 (M.


Metawanadan sodu w badanych stężeniach hamował mitozę i powodował wzrost liczby komórek 2- i wielojądrzastych oraz z nieregularnym jądrem. Wpływ Na2SeO3 na hodowle zależał od badanego stężenia. Selenin sodu dopiero w stężeniu 10 (M Na2SeO3 wyraźnie obniżył aktywność mitotyczną komórek oraz spowodował wzrost liczby komórek 2- i wielojądrzastych. Dodatek 1 (M Na2SeO3 do hodowli z 1(M NaVO3 wywołał obniżenie liczby komórek 2- i wielojądrzastych oraz z nieregularnym jądrem komórkowym.  

Summary

The effect of sodium metavanadate (NaVO3) and sodium selenite (Na2SeO3) on mitotic activity and morphology of L929 mouse`s cells was investigated. The cells were exposed to 1 and 2,5(M NaVO3 and/or Na2SeO3 at concentrations: 1, 5, 10 (M. Incubation time was 24 hrs. Both treatments with NaVO3 significantly inhibited cell growth. NaVO3 was also found to increase of bi- and polynuclear cells number and caused nucleus shape alternations. Dose-related effect of Na2SeO3 on cells was observed. Exposure to 10 (M Na2SeO3 significantly decreased mitotic activity and induced evident morphological changes in culture. 


Treatment of cell culture concurrently with 1 (M NaVO3 and 1 (M Na2SeO3 didn`t affect the cell proliferation compared with cells exposed only to 1(M NaVO3. However, the coexposure  was found to decrease of bi- and polynuclear cells number and those with altered nucleus shape.
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