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The Effect of Imperatorine on Mouse TCTC Fibroblasts

Imperatoryna jest zwigzkiem z grupy psoralenéw, stosowanym w leczeniu bie-
lactwa, luszczycy oraz innych choréb skéry zwigzanycn z nadmierng proliferacja
naskérka (4, 12). Mechanizm dzialania psoralen6w polega na tworzeniu krzyzowych
polaczen pomiedzy ni¢émi DNA po fotoaktywacji tych zwiazkéw promieniowaniem
ultrafioletowym (UVA) o diugosci 320—400 nm (10). Wytworzenie potaczen pomiedzy
zasadami pirymidynowymi zmienia strukture podwoéjnej heliksy i zaburza procesy
komoérkowe (9, 10). Chociaz psoraleny bez fotoakiywacji nie tworza polgczen z kwa-
sami nukleinowymi ani nie zmieniajg ich struktury, to jednak ich obecnos¢ nie jest
obojetna dla komérki. Jak wykazaly badania, wywieraja one widoczny wpiyw na
proliferacje hodowanych w ciemnosci limfocytow (1, 6).

W przedstawionych badaniach dokonano oceny wplywu niefotoaktywowanej
imperatoryny na namnazanie sie in vitro mysich fibroblastéw.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na hodowlach fibroblastow mysich szczepu TCTC. Ko-
moérki hodowano w pozywce Eagle’a (MEM 1959) z 5% dodatkiem inaktywowanej
surowicy cielecej oraz 20 ug gentamycyny na 1 ml pozywki. Do naczyn Leightona
wysiewano po 2 ml zawiesiny zawierajacej 2X10°5 komoérek. Hodowle inkubowano
przez 24 godz. w temp. 37°C. Nastepnie zmieniano pozywke na podloze zawierajace
0, 5, 10 i 20 ug/ml imperatoryny. Analitycznie czysta, w postaci krystalicznej, impe-
ratoryne otrzymano z Zakladu Farmakognozji Akademii Medycznej w Lublinie.
Substancje rozpuszczano w spektralnie czystym dwumetylosulfotlenku — DMSO
(Merck). Stezenie DMSO w pozywce nie przekraczato 0,2%. Pozywka w hodowlach
kontrolnych zawierata 0,2% DMSO. Zmiane pozywki wykonywano przy rozproszo-
nym sSwietle zaré6wki. Inkubacja odbywatla sie w zupelnej ciemnosci. Po 24 i 48 godz.
inkuba :ji pobierano po 3 hodowle z kazdej grupy doswiadczalnej i kontrolnej. Ko-
moérki utrwalano w alkoholu metylowym i barwiono hematoksyling Harrisa i eozyna.
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Zdolnos¢ do tworzenia kolonii oceniano wysiewajgc po ok. 1000 komérek do
plytek Petriego o srednicy 10 cm. Po 24 godz. zmieniano podioze na zawierajace impe-
'ratoryne, a nastepnie inkubowano w ciemnosci przez 7 dni w temp. 37°C, w atmo-
sferze zawierajgcej 5% CO,. Podbarwione hematoksyling Harrisa kolonie liczono
pod mikroskopem. Do szczegbélowej oceny kolonie barwiono hematoksyling i eozyng.

Otrzymane wyniki weryfikowano statystycznie przy pomocy testu x3, przyjmu-
jac jako kryterium znamiennosci p<0,05.

OMOWIENIE WYNIKOW

Imperatoryna w stezeniach 10 i 20 pg/ml pozywki powodowala obnize-
nie liczby dzielgcych. sie komérek (tab. 1).-Wskaznik mitotyczny w ho-
dowli zawierajgcej imperatoryne w stezeniu 20 pg/ml byl ponad 6-kro-
tnie nizszy od hodowli kontrolnej. Natomiast imperatoryna w stezeniu
5 pg/ml powodowala niewielki wzrost wskaznika mitotycznego. Rdznica
ta jednak nie byla znamienna statystycznie.

W hodowlach z imperatoryng stwierdzono takze roznice w liczbie
komorek w poszczegolnych stadiach mitozy (tab. 2). Imperatoryna w ste-
zeniu 5 pg/ml powodowala zwiekszenie liczby komoérek w stadium pro-
fazy, a zmmiejszenie w stadium telofazy. Natomiast w stezeniu 10 ng/ml
zanotowano zmniejszenie liczby profaz i zwiekszenie sie liczby komarek

Tab. 1. Wplyw imperatoryny na wskaznik mitotyczny oraz wystepowanie komérek
olbrzymich i wielojadrzastych

The effect of imperatorine (8-isoamylenoxypsoralen) on mitotic index and occurrence
of polynuclear and giant cells

e st kaznik érk e
: : ezenie Wskazni Komoérki : zawierajace
ml;gg:cjx imperatoryny mitotyczny olbrzymie zgojg:,é::;ﬁ 3 jadra i wiecej
Incubafi o Imperatorine Mitotic Giant Cells with Cells
- concentration index cells () @ 51 with three
1 o/ % or more nuclei
hrs. ng/m 00
kontrola
control 26,4 1,5 0,3 0,3
24 5 30,1 1,5 0,8¢ 0,4
10 18,4* 1,8 0,7¢ 0,5
20 3,9 2,4° 1,0* 0,8°
kontrola
control 28,8 1,6 0,4 0,4
48 5 31,5 1,8 0,4 0,4
10 19,2¢ 2,0° 0,8° 0,6
20 4,0° 2,6* 1,2¢ 0,8*

W kazdej grupie doswiadczalnej oceniano 10 000 komoérek.
* p<0,05.

After each experimental group 10,000 cells were estimated.
* p<0.05.
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w stadium telofazy. Wsrod nielicznych komérek mitotycznych w hodo-
wlach z 20 pg/ml imperatoryny wiekszos¢ komorek byla w stadium me-
tafazy.

Imperatoryna we wszystkich badanych stezeniach zwigkszala czestosé
wystepowania nieprawidlowych mitoz (tab. 2). Obserwowano skupianie
sie kondensujgcej chromatyny w kilku centrach jadra lub w poblizu blo-
ny jadrowej. Komarki czesto zawieraly znieksztalcone plytki metafazalne,
niekiedy wygladem przypominajgce litere Y. Poza obrebem plytki meta-
fazalnej pozostawaly pojedyncze chromosomy. Obserwowano takze nie-
réwnomierne rozchodzenie sie chromosoméw do biegunéw. W stadium
telofazy wystepowaly asymetryczne podzialy cytoplazmy, dzielagce nie-
kiedy komorke na wiecej niz 2 czesci.

Imperatoryna w stezeniu 10 i 20 ug/ml powodowala zwiekszenie w ho-
dowli liczby komdrek olbrzymich oraz komorek wielojgdrzastych (tab. 1).
Obnizata takze zdolnos¢ komorek do tworzenia kolonii (tab. 3). Komorki
tworzyly nie tylko mniej kolonii, ale rowniez kolonie te skladaly sie
z mniejszej liczby komorek. Podczas gdy przecietna liczba komoérek w
kolonii kontrolnej wynosila 84,3 komérek, to w obecnosci imperatoryny
w stezeniu 10 ug/ml — 39,1, a w stezeniu 20 ug/ml — tylko 5,6. W nie-
licznych i matych koloniach, powstajacych w $rodowisku zawierajgcym
20 pg/ml imperatoryny, po 7 dniach inkubacji nie obserwowano w ogoéle
komoérek mitotycznych (tab. 3). Mniej bylo takze mitoz w koloniach w
obecnosci imperatoryny w stezeniu 10 pg/ml. Natomiast wiecej komorek
mitotycznych niz w kontroli zawieraly kolonie w pozywce z 5 pg/ml im-
peratoryny. Wsrod komérek mitotycznych w koloniach zaohserwowano

Tab. 4. Wplyw imperatoryny na wskaznik mitotyczny oraz wystepowanie komérek
olbrzymich i wielojgdrzastych w koloniach
The effect of imperatorine on mitotic index and occurrence of polynuclear and giant
cells in colonies

Komérki
. . zawierajgce
Stezenie Liczba n  Wskatnik  Komérki zlg".m(frkl. 3 jadra
imperatoryny oi%r::zr:g; mitotyczny olbr;ymxe é‘:“; an wiecej
Imperaton.ne Nuniber Mltotlc Gl?{lt il twa Cells
concentration L8 ostinated index cells fuciel with three
ug/ml iy 8/00 % % or more
nuclei
%
kontrola
control 4216 19,2 2,6 0,5 0,3
5 4213 22,5 1,5 0,7 0,5
10 1958 11,0* 5,4° 1,5¢ 7.1®
20 950 0 — _— —_
* p<0,05.

* p<0.05.
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wiecej niz w kontroli nieprawidlowych podzialow. Podczas gdy w kon-
troli nieprawidlowe mitozy stanowily 6%, to imperatoryna w stezeniu
5 pug/ml zwiekszala liczbe nieprawidlowych mitoz do 7,5%, a w stezeniu
10 pg/ml do 17%.

W koloniach powstajacych w obecnosci imperatoryny w stezeniu
10 pg/ml stwierdzono takze wieksza liczbe komoérek olbrzymich i wielo-
jadrzastych (tab. 4). Liczba komdrek olbrzymich byla 2-krotnie wigksza
niz w analogicznych koloniach kontrolnych. Natomiast liczba komérek
zawierajacych wiecej niz 2 jadra byla ponad 20-krotnie wieksza od kon-
troli; 3-krotnie wiecej bylo komorek z 2 jadrami.

DYSKUSJA

W przedstawionych badaniach oceniano wplyw imperatoryny (8-izo-
amylenoksypsoralenu) na proliferacje mysich fibroblastow. Szczegolowa
analiza hodowli komérek inkubowanych z imperatoryna przez 24 i 48 godz.
oraz kolonii komoérek powstajacych podczas tygodniowej inkubacji wy-
kazala silne oddzialywanie tego zwigzku na komorki in witro. Wynika
z nich jednoznacznie, ze imperatoryna bez fotoaktywacji wywiera hamu-
jacy wplyw ma komorki w stezeniu 10 pg/ml. Zmiany wywolane przez
imperatoryne nie tylko znacznie ograniczaly zdolno$¢ komorek do po-
dzialow, ale tez zaburzaly mitoze, zmieniajac czas trwamia jej stadiow
oraz powodujac ich nieprawidlowy przebieg, co prowadzilo do tworzenia
sie komoérek olbrzymich i wielojadrzastych. Powstawanie komérek olbrzy-
mich i wielojgdrzastych pod wplywem 8-metoksypsoralenu obserwowali
takze Omar i wsp. (11). Ich zdaniem, komérki wielojagdrzaste byly wy-
nikiem" podzialow amitotycznych. Jak wynika z naszych badan, sg one
racze] rezultatem nieprawidlowo przebiegajgcej mitozy. By¢ moze, jest
to wynik dezorganizacji aparatu podzialowego, podobnie jak to ma miej-
sce u roslin pod wplywem kumaryny (5). Znieksztalcone ptytki metafa-
zalne oraz wielobiegunowe anafazy, obserwowane przez nas, wskazujg
na mozliwos¢ zmian we wrzecionie podzialowym. Przyczyng tego moga
by¢ interakcje imperatoryny z biatkami biorgcymi udzial w procesie po-
dzialu komérkowego. Jak wykazali Laskin i wsp. (7), miejscem spe-
cyficznego wigzania psoralenéow w komorce jest przede wszystkim cyto-
plazma. Nalezy wzig¢ pod uwage takze mozliwosé oddzialywania impe-
ratoryny na bialka enzymatyczne, ktorych inaktywacja moze doprowa-
dzi¢ do zmian metabolicznych ograniczajacych zdolnos¢ do podziaiu ko-
morek. Badania nasze prowadzone byly w ciemnosci i dotyczyly wplywu
imperatoryny bez jej fotoaktywacji. Istnieje jednak mozliwosé aktywo-
wania imperatoryny w komérce bez udzialu swiatla. Letteron i wsp.
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(8) wykazali, ze 8-metoksypsoralen jest aktywowany przez cytochrom
P-450 do chemicznie reaktywnych metabolitéw, ktére wigzg sie kowalen-
cyjnie z mikrosomalnymi biatkami. W rozwazaniach nad mechanizmem
dzialania imperatoryny nalezy wzig¢ pod uwage zaréwno oddzialywanie
niekowalencyjne, jak i mozliwos¢ tworzenia trwalych polgczen. Rezul-
taty tych oddzialywan mogg dotyczyé bardzo waznych regulatoréw me-
tabolizmu komérkowego. Albrightson i wsp. (2) wykazali, ze 8-me-
toksypsoralen powoduje bardzo szybki wzrost cAMP w leukocytach, praw-
dopodobnie w wyniku hamowania fosfodiesterazy. Jak wynika z tych
uwag, mechanizm dzialania psoralenéw, a takze imperatoryny jest zlo-
zony i wlasciwie malo znany. Lepiej poznane zostalo dzialanie na DNA,
ktére jednak bez fotoaktywacji nie powoduje skutkow biologicznych (3).

Wyniki naszych badan wykazujg, ze imperatoryna, dzialajac nie tylko
na DNA, lecz rowniez na inne cytoplazmatyczne skladniki komoérki, po-
woduje zahamowanie proliferacji komérek oraz zaburza przebieg mitozy.
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PE3IOME

Uccnenosany BAMAHME MMIEpaTopuHa (8-1M30aMBINIEHOKCHIICOPAJieH) ila KyJbTH-
BMpOBailble B Temnotre udponiactse! Mpiue#t TCTC. KoucraTupoBaayu, YTO MMIIe-
PaTOPMH KOHUEHTPauuu 5 Mr/MJa BhI3biBaeT HebonblION cTuMyaupylouumi 3ddekT,
B TO BpeMA KaK MMIepaTopuii KOHUeHTpauuu 10 m 20 Mr/MJ cuMZFKaeT MUTOTU'ECKUIT
MHAEKC M CIIOCOOHOCTH KJIETOK K obpa3oBaHMIO KoJOliMiA. Kpome TOro, mmnepaTopuH
BCeX 3TUX KOHUEHTPauui Hapyuwaj NnpaBMJIbIbLIA NIPOLECC MMTO33, MHAYUMPOBAJX
obpa3oBaiiye MHOrosfepHBbIX M TIMTAHTCKMX KJeToK. OTu Habilonenus cBuzeTelb-
CTBYIOT 0 LIMTOTOKCUMYECKOM BO3[AE€MCTBMM MMIepaTOpyMHa Ha KJETKM in Vitro Takxe
6e3 ee poToakTHMBAUNM.

SUMMARY

The effect of imperatorine (8-isoamylenoxypsoralen) on mouse TCTC fibro-
blasts cultured in the dark was studied. It was found that imperatorine at a dose
of 5 pg/ml had a slight stimulating effect while at 10 and 20 ug/ml it lowered the
mitotic index and the ability of cells to form colonies. At all concentrations studied,
imperatorine disturbed regular mitosis. It also induced formation of polynuclear
and giant cells. These observations demonstrate a cytotoxic action of imperatorine
upon cells in vitro, also without its photoactivation.
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