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Wpływ imperatoryny na fibroblasty mysie TCTC

BjiKHiiMe MMnepaTopmia Ha 4>n6ponjiacTbi Mbiiueii TCTC

The Effect of Imperatorine on Mouse TCTC Fibroblasts

Imperatoryna jest związkiem z grupy psoralenów, stosowanym w leczeniu bie- 
lactwa, łuszczycy oraz innych chorób skóry związanych z nadmierną proliferacją 
naskórka (4, 12). Mechanizm działania psoralenów polega na tworzeniu krzyżowych 
połączeń pomiędzy nićmi DNA po fotoaktywacji tych związków promieniowaniem 
ultrafioletowym (UVA) o długości 320—400 nm (10). Wytworzenie połączeń pomiędzy 
zasadami pirymidynowymi zmienia strukturę podwójnej heliksy i zaburza procesy 
komórkowe (9, 10). Chociaż psoraleny bez fotoaktywacji nie tworzą połączeń z kwa
sami nukleinowymi ani nie zmieniają ich struktury, to jednak ich obecność nie jest 
obojętna dla komórki. Jak wykazały badania, wywierają one widoczny wpływ na 
proliferację hodowanych w ciemności limfocytów (1, 6).

W przedstawionych badaniach dokonano oceny wpływu niefotoaktywowanej 
imperatoryny na namnażanie się in nitro mysich fibroblastów.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na hodowlach fibroblastów mysich szczepu TCTC. Ko
mórki hodowano w pożywce Eagle’a (MEM 1959) z 5% dodatkiem inaktywowanej 
surowicy cielęcej oraz 20 pg gentamycyny na 1 ml pożywki. Do naczyń Leightona 
wysiewano po 2 ml zawiesiny zawierającej 2X10s komórek. Hodowlę inkubowano 
przez 24 godz. w temp. 37°C. Następnie zmieniano pożywkę na podłoże zawierające 
0, 5, 10 i 20 pg/ml imperatoryny. Analitycznie czystą, w postaci krystalicznej, impe- 
ratorynę otrzymano z Zakładu Farmakognozji Akademii Medycznej w Lublinie. 
Substancję rozpuszczano w spektralnie czystym dwumetylosulfotlenku — DMSO 
(Merck). Stężenie DMSO w pożywce nie przekraczało 0,2%. Pożywka w hodowlach 
kontrolnych zawierała 0,2% DMSO. Zmianę pożywki wykonywano przy rozproszo
nym świetle żarówki. Inkubacja odbywała się w zupełnej ciemności. Po 24 i 48 godz. 
inkuba :ji pobierano po 3 hodowle z każdej grupy doświadczalnej i kontrolnej. Ko
mórki utrwalano w alkoholu metylowym i barwiono hematoksyliną Harrisa i eozyną.
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Zdolność do tworzenia kolonii oceniano wysiewając po ok. 1000 komórek do 
płytek Petriego o średnicy 10 cm. Po 24 godz. zmieniano podłoże na zawierające impe- 
ratorynę, a następnie inkubowano w ciemności przez 7 dni w temp. 37°C, w atmo
sferze zawierającej 5% CO2. Podbarwione hematoksyliną Harrisa kolonie liczono 
pod mikroskopem. Do szczegółowej oceny kolonie barwiono hematoksyliną i eozyną.

Otrzymane wyniki weryfikowano statystycznie przy pomocy testu x2, przyjmu
jąc jako kryterium znamienności p<0,05.

OMÓWIENIE WYNIKÓW

Imperatoryna w stężeniach 10 i 20 pg/ml pożywki powodowała obniże
nie liczby dzielących, się komórek (tab. 1). Wskaźnik mitotyczny w ho
dowli zawierającej imperatorynę w stężeniu 20 pg/ml był ponad 6-kro- 
tnie niższy od hodowli kontrolnej. Natomiast imperatoryna w stężeniu 
5 pg/ml powodowała niewielki wzrost wskaźnika mitotycznego. Różnica 
ta jednak nie była znamienna statystycznie.

W hodowlach z imperatoryną stwierdzono także różnice w liczbie 
komórek w poszczególnych stadiach mitozy (tab. 2). Imperatoryna w stę
żeniu 5 ąg/ml powodowała zwiększenie liczby komórek w stadium pro- 
fazy, a zmniejszenie w stadium telofazy. Natomiast w stężeniu 10 ug/ml 
zanotowano zmniejszenie liczby pnofaz i zwiększenie się liczby komórek

Tab. 1. Wpływ imperatoryny na wskaźnik mitotyczny oraz występowanie komórek 
olbrzymich i wielojądrzastych

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

Czas
inkubacji

godz.
Incubation

time
hrs.

Stężenie
imperatoryny
Imperatorine
concentration

pg/ml

Wskaźnik
mitotyczny

Mitotic
index

%o

Komórki
olbrzymie

Giant
cells

%

Komórki 
z 2 jądrami 
Cells with 
two nuclei

Komórki
zawierające

3 jądra i więcej 
Cells

with three 
or morę nuclei

%
kontrola
control 26,4 1,5 0,3 0,3

24 5 30,1 1,5 0,6* 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 każdej grupie doświadczalnej oceniano 10 000 komórek.
* p<0,05.
After each experimental group 10,000 cells were estimated.
* p<0.05.
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w stadium telofazy. Wśród nielicznych komórek mitotycznych w hodo
wlach z 20 pg/ml imperatoryny większość komórek była w stadium me- 
tafazy.

Imperatoryna we wszystkich badanych stężeniach zwiększała częstość 
występowania nieprawidłowych mitoz (tab. 2). Obserwowano skupianie 
się kondensującej chromatyny w kilku centrach jądra lub w pobliżu bło
ny jądrowej. Komórki często zawierały zniekształcone płytki metafazalne, 
niekiedy wyglądem przypominające literę Y. Poza obrębem płytki meta- 
fazalnej pozostawały pojedyncze chromosomy. Obserwowano także nie
równomierne rozchodzenie się chromosomów do biegunów. W stadium 
telofazy występowały asymetryczne podziały cytoplazmy, dzielące nie
kiedy komórkę na więcej niż 2 części.

Imperatoryna w stężeniu 10 i 20 p-g/ml powodowała zwiększenie w ho
dowli liczby komórek olbrzymich oraz komórek wielojądrzastych (tab. 1). 
Obniżała także zdolność komórek do tworzenia kolonii (tab. 3). Komórki 
tworzyły nie tylko mniej kolonii, ale również kolonie te składały się 
z mniejszej liczby komórek. Podczas gdy przeciętna liczba komórek w 
kolonii kontrolnej wynosiła 84,3 komórek, to w obecności imperatoryny 
w stężeniu 10 ug/ml — 39,1, a w stężeniu 20 iig/ml — tylko 5,6. W nie
licznych i małych koloniach, powstających w środowisku zawierającym 
20 ug/ml imperatoryny, po 7 dniach inkubacji nie obserwowano w ogóle 
komórek mitotycznych (tab. 3). Mniej było także mitoz w koloniach w 
obecności imperatoryny w stężeniu 10 pg/ml. Natomiast więcej komórek 
mitotycznych niż w kontroli zawierały kolonie w pożywce z 5 ug/ml im
peratoryny. Wśród komórek mitotycznych w koloniach zaobserwowano

Tab. 4. Wpływ imperatoryny na wskaźnik mitotyczny oraz występowanie komórek 
olbrzymich i wielojądrzastych w koloniach 

The effect of imperatorine on mitotic index and occurrence of polynuclear and giant 
cells in colonies

Stężenie
imperatoryny
Imperatorine
concentration

Ug/ml

Liczba 
ocenianych 
komórek 
Number 

of estimated 
cells

Wskaźnik
mitotyczny

Mitotic
index

'/o.

Komórki
olbrzymie

Giant
cells

%

Komórki 
z 2 jądrami 

Cells 
with two 

nuclei 
%

Komórki 
zawierające 

3 jądra 
i więcej 

Cells
with three 

or morę 
nuclei

%

kontrola
control

5
10
20

4216
4213
1958

950

19,2 2,6 0,5
22,5 1,5 0,7
11,0* 5,4* 1,5*

0 — —

0,3
0,5
7,1*

p<0,05.
p<0.05.



Wpływ imperatoryny na fibroblasty mysie TCTC 115

więcej niż w kontroli nieprawidłowych podziałów. Podczas gdy w kon
troli nieprawidłowe mitozy stanowiły 6%, to imperatoryna w stężeniu 
5 pg/ml zwiększała liczbę nieprawidłowych mitoz do 7,5%, a w stężeniu 
10 |xg/ml do 17%.

W koloniach powstających w obecności imperatoryny w stężeniu 
10 pg/ml stwierdzono także większą liczbę komórek olbrzymich i wielo- 
jądrzastych (tab. 4). Liczba komórek olbrzymich była 2-krotnie większa 
niż w analogicznych koloniach kontrolnych. Natomiast liczba komórek 
zawierających więcej niż 2 jądra była ponad 20-krotnie większa od kon
troli; 3-krotnie więcej było komórek z 2 jądrami.

DYSKUSJA

W przedstawionych badaniach oceniano wpływ imperatoryny (8-izo- 
amylenoksypsoralenu) na proliferację mysich fibroblastów. Szczegółowa 
analiza hodowli komórek inkubowanych z imperatoryną przez 24 i 48 godz. 
oraz kolonii komórek powstających podczas tygodniowej inkubacji wy
kazała silne oddziaływanie tego związku na komórki in vitro. Wynika 
z nich jednoznacznie, że imperatoryna bez fotoaktywacji wywiera hamu
jący wpływ na komórki w stężeniu 10 ug/ml. Zmiany wywołane przez 
imperatorynę nie tylko znacznie ograniczały zdolność komórek do po
działów, ale też zaburzały mitozę, zmieniając czas trwania jej stadiów 
oraz powodując ich nieprawidłowy przebieg, co prowadziło do tworzenia 
się komórek olbrzymich i wielojądrzastych. Powstawanie komórek olbrzy
mich i wielojądrzastych pod wpływem 8-metoksypsoralenu obserwowali 
także Om ar i wsp. (11). Ich zdaniem, komórki wielojądrzaste były wy
nikiem podziałów amitotycznych. Jak wynika z naszych badań, są one 
raczej rezultatem nieprawidłowo przebiegającej mitozy. Być może, jest 
to wynik dezorganizacji aparatu podziałowego, podobnie jak to ma miej
sce u roślin pod wpływem kumaryny (5). Zniekształcone płytki metafa- 
zalne oraz wielobiegunowe anafazy, obserwowane przez nas, wskazują 
na możliwość zmian we wrzecionie podziałowym. Przyczyną tego mogą 
być interakcje imperatoryny z białkami biorącymi udział w procesie po
działu komórkowego. Jak wykazali La sk in i wsp. (7), miejscem spe
cyficznego wiązania psoralenów w komórce jest przede wszystkim cyto- 
plazma. Należy wziąć pod uwagę także możliwość oddziaływania impe
ratoryny na białka enzymatyczne, których inaktywacja może doprowa
dzić do zmian metabolicznych ograniczających zdolność do podziału ko
mórek. Badania nasze prowadzone były w ciemności i dotyczyły wpływu 
imperatoryny bez jej fotoaktywacji. Istnieje jednak możliwość aktywo
wania imperatoryny w komórce bez udziału światła. Letteron i wsp.
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(8) wykazali, że 8-metoksypsoralen jest aktywowany przez cytochrom 
P-450 do chemicznie reaktywnych metabolitów, które wiążą się kowalen
cyjnie z mikrosomalnymi białkami. W rozważaniach nad mechanizmem 
działania imperatoryny należy wziąć pod uwagę zarówno oddziaływanie 
niekowalencyjne, jak i możliwość tworzenia trwałych połączeń. Rezul
taty tych oddziaływań mogą dotyczyć bardzo ważnych regulatorów me
tabolizmu komórkowego. Albrightson i wsp. (2) wykazali, że 8-me- 
toksypsoralen powoduje bardzo szybki wzrost cAMP w leukocytach, praw
dopodobnie w wyniku hamowania fosfodiesterazy. Jak wynika z tych 
uwag, mechanizm działania psoralenów, a także imperatoryny jest zło
żony i właściwie mało znany. Lepiej poznane zostało działanie na DNA, 
które jednak bez fotoaktywacji nie powoduje skutków biologicznych (3).

Wyniki naszych badań wykazują, że imperatoryna, działając nie tylko 
na DNA, lecz również na inne cytoplazmatyczne składniki komórki, po
woduje zahamowanie proliferacji komórek oraz zaburza przebieg mitozy.
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PE3IOME

MccJie/iOBajiM Bjinanne nMnepaTopmia (8-M3oaMbiJieHOKCnncopaJieH) na KyjibTn- 
BMpoBannbie b TeMiioTe cj>M6ponjiacTbi Mbiinefł TCTC. KoncTarapoBajiH, hto nMiie- 
paTopnn KonneiiTpannn 5 mt/mji Bbi3biBaeT neóojibuioii cTMMyjinpyiomnń 3dxt>eKT, 
b to BpeMH KaK MMnepaTopMii KOHpeHTpapnM 10 n 20 mt/mji ciiHJKaeT MnTOTWiecKMii 
MHfleKC u cnoeobHOCTb kjictok k o6pa30Banmo kojioiium. KpoMe Toro, HMnepaTopnu 
Bcex 3thx KOHuenTpaibtti Hapyuiaji npaBHjibHbiii npopecc MMTO3a, MHflyuwpOBaJi 
06pa3OBanne MiioroHflepnbix n rnranTCKMx kjictok. 3tm HabjnoflennH CBn^erejib- 
CTByiOT o nnTOTOKcnnecKOM BO3^eiłcTBtin HMnepaTopniia na kjictkh in vitro TaKJKe 
be3 ee <t>OToaKTHBaunn.

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 pg/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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