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Wplyw 0,0-dwumetyio-2,2,2-tréjchloro-1-hydroksyetylo-fosfonianu
(foschloru) na aktywno$é mitotyczna komérek L in vitro

DBnmanue aunrepekca HAa MMTOTUUECKYIO aKTMBHOCTbL KJeTOK L in vitro

The Effect of the 0,0-Dimethyl-2,2,2-Trichloro-1-Hydroxiethyl-Phosphate (Dipterex)
on the Mitotic Activity of L-cells Culture

Badania nad cytotoksycznym dzialaniem zwigzkéw fosforoorganicznych (ZFO)
na hodowle komérkowsg wykazuja, Ze zwigzki te uszkadzajgs hodowane komoérki,
a w wiekszych steieniach powodujg zniszczenie hodowli (4, 5, 12). Jak wykazaly do-
§wiadczenia ostatnich lat, dzialanie toksyczne na hodowle wywieraja sie tylko ZFO,
lecz réwniez produkty ich rozpadu (6, 10, 11). Wyniki prac nad dzialaniem tych
samych stezen ZFO na hodowle komérkowe réznig sie miedzy soba. Podczas gdy
jedni autorzy obserwowali przezycie hodowli po 24-godzinnym dziataniu ZFO w daw-
ce przewyiszajgeej 100,00 pg ml (9, 12), wedlug innych dawki te niszczg hodowle
prawie catkowicie i tylko pojedyncze komoérki przeiywajg zatrucie (3, 4).

W celu zbadania toksycznego dzialania foschloru oraz produktéw jego rczpadu
na hodowle komoérkows postanowiono przeledzi¢ wplyw tego zwiazku na zktyw-
no§¢ mitetyczng, Sredni czas generacji oraz czas trwania mitozy komorek L in vitro.

MATERIAL I METODY

Modelem do$wiadczalnym byly 24-godzinne hodowle komoérek L (szczep 923).
Jako $rodowisko odzywcze zastosowano piyn Parkera z dodatkiem 5% inaktywo-
wanej surowicy cielecej. Do rlynu hodowlanego dodawano 100 jednostek penicyliny
krystalicznej oraz 60,00 png streptomycyny’ml. Zawiesine o gestoSci 105 komoérek/ml
pozywki oraz o zywotnocsci 80,9% wysiewano do naczyn Leightona. Do$wiadczenie
przeprowadzono réwnclegle w dwéch seriach. W serii pierwszej do 210 hcdowli do-
dano §wiezo przygotowanag pozywke z codatkiem foschloru w stezeniu: 0,03; 0,30;
3,00; 10,00; 30,00; 100,00 ng/ml. Kontrole stanowilo 30 hodowli. W drugiej serii do-
Swiadczalnej w 140 hodowlach zmieniono ptyn odzywczy na pozywke z foschlorem
przetrzymywang przez okres 24 godz. w temp. 37°C. Jako kontrol¢ pozostawiono
20 hodowli. W celu obliczenia indeksu stathmokinetycznego w obu seriach do§wiad-
czalnych do 200 hodowli dodano kolchicyne w stezeniu 1 pg/ml pozywki na okres



340 Michat Go6rski, Anna Piotrowska

2 godzin. Pozostale 200 hodowli postuzylo do okreSlenia indeksu mitotycznego.
W grupie kontrolnej serii pierwszej indeks mitotyczny i stathmokinetyczny okres-
lono oceniajac 30 000 komoérek, za§ w kazdej z grup z foschlorem na podstawie
oceny 15000 komoérek. W drugiej serii w grupie kontrolnej oceniono 20000 komérek
i po 10000 komoérek w grupach hodowli z dodatkiem foschloru inkubowanego. Po
24 godz. kontaktu komoérek L z foschlorem hodowle utrwalono przez 10 min. w me-
tanolu absolutnym i barwiono wedlug metody May Grunwalda Giemsy oraz he-
matoksyling Harrisa i eozyng. Na podstawie wykonanych preparatéw obliczono
indeks mitotyczny (IM) liczac ilo§¢ podzialéw mitotycznych na 1000 komérek oraz
indeks stathmokinetyczny (IS) liczac ilo§é prometafaz na 1000 komoérek w hodowlach,
do ktérych dodano kolchicyne w stezeniu 1 pg'ml pozywki na okres 2 godzin (1).
Dlugoé¢ trwania $redniego czasu mitoz (M) okre$lano metoda kolchicynows wediug

A.IM
wzoru: M= —g— (A — czas dzialania kolchicyny). Sredni czas generacji (G) obli-

czano wedlug wzoru: G= (7) (N — ogélna liczba komérek). W celu poréwna-

IM

nia indeksu mitotycznego oraz stathmokinetycznego hodowli zatrutych z wartosciami
uzyskanymi w hodowlach kontrolnych zastosowano test chi? dla tablicy czteropolo-
wej. Warto§¢ krytyczng przyjeto na poziomie 5% ryzyka bledu, tj. 3,84.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Przedstawione w tabelach (1 i 2) wyniki doswiadczenia §wiadczg o bar-
dzo wyraznym wplywie foschloru na hodowle komérek L. Przy stezeniu
100,00 pg foschloru na 1 ml po 24-godz. ekspozycji zahamowany jest
calkowicie rozw6j hodowli. W hodowlach tej grupy nie znaleziono ani
jednej figury podzialu. Réwniez bardzo wysoko statystycznie znamienne
jest zahamowanie podzialow w grupach hodowli, na ktére dziatal foschlor
w stezeniu 30,00; 10,00 oraz 3,00 pg/ml. We wszystkich tych hodowlach

tTab. 1. Wplyw foschloru §wiezego na indeks mitotyczny, stathmokinetyczny oraz
na §redni czas mitozy i czas generacji komoérek L.
The effect of fresh dipterex on the mitotic and stathmokinetic index, the average
generation time and the mean duration of the cell cycle

Stezenie foschloru w wg/ml

Kontrola
0,03 0,30 3,00 10,00 30,00
IM w % 57,3 59,0 54,6 48,5 37,3 28,9
P >0,05 >0,05 <0,01 £0,001 «0,001
IS w 9/y 87,9 81,3 72,2 48,6 39,0 27,8
P <0,05 <0,001 40,001 0,001 40,001
M
w min. 78,0 87,0 90,6 114,6 114,6° 1242

w godz. 22,7 24,6 21,6 41,0 51,2 71,6
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Tab. 2. Wplyw foschloru inkubowanego na indeks mitotyczny, stathmokinetyczny
oraz na Sredni czas mitozy i czas generacji komérek L.
The effect of incubated dipterex on the mitotic and stathmokinetic index, the
average generation time and the mean duration of the cell cycle

Stezenie foschloru w wg/ml

Kontrola
0,03 0,30 3,00 10,00 30,00
IM w %, 51,3 60,2 47,3 39,3 27,1 18,6
P >0,05 >0,05 <0,01 <0,001 «0,001
IS w /g 83,0 76,8 66,6 447 33,0 22,0
P >0,05 <0,01 40,001 0,001 40,001
M
w min. 73,8 78,0 85.2 105,0 100,2 1014
G
w godz. 24,0 25,9 30,0 44,5 60,2 90,9

wyraznemu obnizeniu ulegl wskaznik mitotyczny. Jednocze$nie nalezy
podkreslié znaczne przedluzenie $redniego czasu generacji oraz przediu-
zenie $redniego czasu mitozy. Dawki foschloru 0,30 oraz 0,03 pg/ml po-
zywki nie powodujg statystycznie®znamiennego obnizenia wskaznika
mitotycznego. Nalezy zwroécié uwage na wyniki drugiej czesci doswiad-
czenia, w ktéorym na hodowle dzialano foschlorem uprzednio inkubo-
wanym przez 24 godz. w 37°C w plynie hodowlanym. Wyniki te §wiadeza,
ze roéwniez produkty rozpadu foschloru dzialaja toksycznie na hodowle
komorek L. Wyrazem tego jest calkowite zahamowanie aktywnosci mito-
tycznej hodowli przy stezeniu wyjsciowym foschloru 100,00 pg/ml oraz
wyrazne obnizenie wskaznika mitotycznego, przedtuzenie Sredniego czasu
generacji oraz mitozy przy stezeniach foschloru 30,00; 10,00; 3,00 ng/ml.
Obserwacje nasze pokrywajg sie prawie zupelnie z wynikami wcze$niej-
szych prac autora prowadzonych na fibroblastach mysich oraz ludzkich
(4, 5). Natomiast w doswiadczeniach Truchlinskiego fibroblasty
ludzkie cechowaly sie wiekszg odpornoscig wobec foschloru i przezywaty
stezenie rzedu 100,00 ug/ml pozywki (12). Jednoczesnie prace Piekar-
skiego i wsp. (9) wskazujg na roézng wrazliwos¢ hodowli komérek
kregowcow. I tak na przyklad fibroblasty zarodkéw myszy wykazujg
trzykrotnie wieksza wrazliwos¢ na foschlor niz fibroblasty z zarodkow
kurzych. Wedlug Gabliksa komorki watroby ludzkiej szczepu Chang
sg nieznacznie bardziej wrazliwe od komoérek HeLa, natomiast zahamo-
wanie wzrostu obu szczepéw pod wplywem tego zwigzku jest identyczne
(3). Jednak, jak podaje Piekarski (9), ze wzgledu na rézne warunki
hodowli trudno jest pordéwnywaé wyniki uzyskane w roznych labora-
toriach.

Wyniki naszej pracy dotyczace $redniego czasu trwania mitozy i gene-
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racji uzyskane w seriach kontrolnych sg prawie identyczne z wynikami
cytowanymi w literaturze (8). Biorgc pod uwage znaczne przedluzenie
$redniego czasu generacji i przedluzenie S$redniego czasu mitozy pod
wplywem kontaktu hodowli z foschlorem nalezy przypuszczaé, ze pato-
mechanizm toksycznego dzialania foschloru polega na zaburzeniu catego
szeregu procesow metabolicznych komorki, a nie tylko na zablokowaniu
cholinesteraz. Dzialanie tego zwigzku by¢ moze ma wpltyw na metabolizm
gléwnie cytoplazmy, a nie jadra, na co wskazywaé¢ by mogla wieksza
liczba komorek wielojadrzastych w zatrutych hodowlach powstalych w
wyniku zahamowania cytokinezy. Roéwniez prace B. J. Deana
i E. Thorpe'a (2) wskazujg na brak dzialania uszkadzajacego chromo-
somy innego zwigzku fosforcorganicznego, jakim jest dichlorvos. Jednak
zagadnienie to jak réwniez réznice w dziataniu foschloru na indeks mito-
tyczny i stathmokinetyczny wymaga dodatkowych badan i bedzie przed-
miotem dalszych prac autorow.

Jak wykazujg prace Sawickiego (10, 11), foschlor w czasie inku-
bacji w plynie hodowlanym w temp. 38°C rozpada si¢ w ciggu 24 godz.
prawie w 100%. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze po 4 godz. w plynie z nad
hodowli znajduje si¢ 50% nie roztozonego foschloru, natomiast po 12 godzi-
nach juz tylko 11% (10). Jednak, jak wynika z do$wiadczen Kuga-
czewskiej i wsp., foschlor craz DDVP inkubowane w plynie hodo-
wlanym wykazywaly dzialanie znacznie mniej toksyczne anizeli roztwory
Swieze. Jedncczesnie zarowno foschlor swiezy, jak i inkubowany hamuje
wbudowywanie sie H? tymidyny do DNA. Jak wynika z naszych badan,
czialanie na hodowle komoérek L produktéw rozpadu foschloru jest réwnie
silnie toksyczne lub nawet bardziej zaznaczone niz dzialanie $wiezego
fuschloru. Rozwazajgc wiee dzialanie ,$wiezego” foschloru na hodowle
niusimy réwnoczesnie bra¢ ped uwage dzialanie produktéw jego rozpadu,
takich miedzy innymi jak: DDVP, metanolu i kwasu 2,2,2-tréjchloro-
1-hydroksyetylofosfonowego, z ktorych DDVP jest bardziej toksyczny niz
zwigzek wyjsciowy (12).

Wnioski

1. Foschlor w stezeniu 100,00 pg/ml pozywki hamuje calkowicie aktyw-
noé¢ mitotyczng hodowanych komérek L. W dawkach 30,00; 10,00
i 3,00 pg/ml obniza warto$¢ indeksu mitotycznego i stathmokinetycznego,
natomiast w dawkach 0,30 i 0,03 ug/ml nie wywiera wyraznego wplywu
na wskaznik mitotyczny.

2. Toksyczny wplyw foschloru wyraza sie przede wszystkim bardzo
znacznym przedluzeniem $redniego czasu generacji hodowanych ko-
mérek L.
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3. Drzialanie foschloru inkubowanego w plynie hodowlanym przez
24 godziny w 37°C na wymienione parametry jest podobne do dzialania
Swiezego foschloru.
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PE3SIOME

VceneoBaioch BIMAHUWE JMUITEPEKCa M NPOAYKTOB €ro paclnaja Ha MUTOTHU-
YECKYH aKTUBHOCTH KJIeTOK L. C 3TOi Lesibl0 ONperesfjuCh MUTOTUYECKUII UM KOJIb-
XMIMHOBBIA MHIEKCEI, a TaKKe CPeXHAS MPOJOJKUTENBHOCTH MUTO3a M TreHepauuu
400 KynBTYD.

Kak cBexMil IMITEPEKC, TaK ¥ MHKyOupoBauHBIL npyu Temneparype 37°C B Te-
yenme 24 4acoB, OOHMKAIOT EEJMUMHY MMUTOTUMUECKOr0 MHJAEKCAa B KOHUEHTpaLMu
3,00 mr/ma cpeanl, npuueMm gaxe l0-kpaTHoe yMenbulenue nossl (T.e. 0,30 Mr/mn
cpeabl) YBENMUUBAET CpejiHee BpeMs IAMTENBHOCTM MMUTO3a M TeHepaumu.

SUMMARY

The aim of the paper was an examination of the effect of fresh and incubated
dipterex on the mitotic activity of L-cells, The mitotic and stathmokinetic index,
the average generation time and mean duration of mitosis have been examined
in 400 cultures.

The fresh and incubated dipterex in a 3,00 pg/ml dose decreased the values
of mitotic index. The mean duration of mitosis and the average generation time
were prolonged in the culture medium with a 0,30 pg/ml dose of dipterex.






