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Morphological Changes of Cells L Incubated with Sodium Molybdate

Opisywane w literaturze, przypadki zatruc¢ zwierzat molibdenem spo-
Wodowane byly glownie spozywaniem roslin o duzej zawartosci tego mi-
kroelementu. Stosunkowo niewiele jest gleb naturalnie bogatych w ten
Pierwiastek. Wystepuja one w takich krajach, jak: Anglia, Holandia, Ir-
landia, Kanada, ZSRR. Gwaltowny rozwéj przemystu, a szczegolnie prze-
mystu elektrotechnicznego, spowodowal wzrost zawartosci molibdenu w
Otoczeniu, stwarzajac potencjalne zagrozenie dla srodowiska (4, 5, 6, 7).

Przewlekla intoksykacja zwierzat ostabia ich wzrost, wywotuje nie-
dokrwistosé, bezptodnos¢, osteoporoze 1 anomalie kostno-stawowe. Zmniej-
Sza sie takze aktywnosc ceruloplazminy oraz enzymow, takich jak: oksy-
daza cytochromowa, esteraza cholinowa, oksydaza siarczynowa (2, 3, 7).
Nadmierne dostarczanie molibdenu do organizmu ludzkiego przyczynia
Si¢ do podwyzszenia aktywnosci oksydazy ksantynowej, co doprowadza
do wzrostu zawartosci kwasu moczowego we krwi, ktory sprzyja rozwo-
Jowi endemicznej podagry (5). W badaniach epidemiologicznych, dotycza-
Cych zaleznosci choréb ukiadu krazenia od poziomu pierwiastkow slado-
Wych, wykazano roznice w zawartosci Mo w sercu, watrobie i nerkach
ludz; zmarlych na chorobe wiencowa serca w poréwnaniu z grupg kon-
trolng (4).

W opublikowanych uprzednio badaniach nad wptywem molibdenu na
hodowle komorek in vitro, stwierdzono hamujgce dzialanie tego pierwiast-
ka na proliferacje komorek L (1). W niniejszej pracy dokonano oceny mor-

fologii komérek inkubowanych w pozywce z dodatkiem molibdenianu
Sodu,
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MATERIAL 1 METODY

Badania przeprowadzono uzywajac komorek L hodowanych w pozywce Eagle’a
(MEM 1959) z 5% dodatkiem inaktywowanej surowicy cielecej oraz 100 j penicy-
liny i 50 ug streptomycyny na 1 ml pozywki. Do naczyn Leightona wysiewano po
2 ml zawiesiny zawierajgcej okolo 2X10° komorek i inkubowano przez 24 godz.
w temp. 37°C. Po uplywie tego czasu zmieniano w hodowlach pozywke na nowg:
bez molibdenianu sodu (MS) — hodowle kontrolne oraz zawierajace 0,4, 2,0 i 4,0 mM
molibdenianu sodu i inkubowano przez dalsze 24 godz. Po zakonczeniu doswiadcze-
nia hodowle utrwalano w alkoholu metylowym i barwiono hematoksyling Harrisa
i eozynag.

Powierzchnie komorek oceniano przy uzyciu mikroskopu z ciemnym polem
widzenia po uprzednim utrwaleniu hodowli w 5% roztworze aldehydu glutarowego
przez 15 min.

Pomiaru S$rednicy trypsynowanych komorek dokonywano w komorze Biirkera
przy pomocy mikroskopu z okularem mikrometrycznym.

OMOWIENIE WYNIKOW

Ksztalt komorek. Hodowle kontrolne oraz wzrastajace w po-
zywce z dodatkiem 0,4 mM MS zawieraly typowe komorki fibroblastopo-
dobne o wydluzonym ksztalcie z wypustkami cytoplazmatycznymi (ryc. 2).
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Ryc. 1. Wplyw molibdenianu sodu na wielkosé komérek L. Na osi odcietej podano
wielkosci srednicy komorek w um, na rzednej — procent komérek w hodowli
Effect of sodium molybdate on the size of cells L. On the abscissa — cell diameter
in pm. On the ordinates — percentage number of the cells in one culture
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Molibdenian sodu o stezeniu 2,0 mM powodowal zmiane ksztaltu i wiel-
kosci komorek. Komorki staly sie wieksze, wielokatne i tracily wypustki.
Wraz 2z powiekszeniem si¢ powierzchni komorki zwiekszala si¢ réwniez
objetosé jadra. Zmiany te byly jeszcze bardziej zaznaczone przy stezeniu
1,0 mM MS (ryc. 3).

Wielkos$é komaorek. Pomiary srednicy komoérek w zawiesinie
wykazaly wzrost objetosci komoérek inkubowanych w pozywce zawiera-
jacej 2,0 i 4,0 mM MS (ryc. 1). Przecietna srednica komorki hodowli kon-
trolnej wynosita 15,5 um w hodowli inkubowanej z 2,0 mM MS — 16,4 um,
zas dla komorek hodowanych z 4,0 mM MS — 17,2 pm. Przeniesienie po-
wiekszonych komorek do pozywki nie zawierajacej MS powodowalo po-
wrét komorek do normalnej wielkosci. Proces normalizacji objetosci za-
chodzil takze woéwczas, gdy plyn hodowlany zawierat 1,0 mM cyjanku
Sodu,

Wystepowanie komorek olbrzymich. Hodowle kontrol-
ne zawieraty 3,2%y, komorek olbrzymich oraz 3,8%,, komoérek dwujadrzas-
tych. Podobne wartosci otrzymano dla hodowli zawierajacych 0,4 mM MS.
Natomiast MS w stezeniu 2,0 mM powodowal wyrazny wzrost liczby ko-
Mmorek olbrzymich i dwujadrzastych. W hodowli z dodatkiem 4,0 mM MS
Stwierdzono dwukrotnie wiecej komorek olbrzymich i blisko trzykrotnie
Wiecej komorek dwujadrzastych niz w kontroli (tab. 1).

Tab. 1. Wystepowanie komérek olbrzymich oraz dwujgdrzastych w populacji komé-
rek L po 24-godzinnej inkubacji z molibdenianem sodu
Distribution of giant and binuclear cells in the culture after incubation (24 hrs.)
with sodium molybdate

Stezenie

molibdenianu sodu Komorki Komérki
Sodium molybdate o@brzymxe d_quadrzaste
A R Giant cells Binuclear cells
mM % 00 %o
Kontrola
Control 312 3,8
0,4 3,6 3,4
2,0 4,6 5,6
4,0 5,4 9,8

Mikrokosmki. Obserwacja komoérek w ciemnym polu widzenia
Umozliwila dostrzezenie na powierzchni komoérek delikatnych wypustek
Zwanych mikrokosmkami. Komérki w hodowlach kontrolnych posiadaty
bardzo nieliczne i krotkie mikrokosmki (ryc. 4). Wyjatek stanowily ko-
Mmorki dzielyce sig, u ktorych te zewngtrzkomérkowe struktury wystepo-
Waly bardzo obficie. Molibdenian sodu we wszystkich analizowanych ste-
2enjach powodowat tworzenie licznych mikrokosmkoéw (ryc. 5). W hodowli



198 Antoni Gawron

zawierajacej 4,0 mM MS wytworzone mikrokosmki byly najdiuzsze i naj-
grubsze.

Cykl mitotyczny. Molibdenian sodu o stezeniach 2,0 i 4,0 mM
obnizal zdolnos¢ proliferacyjng komorek. Podczas gdy wskaznik mitotycz-
ny w hodowli kontrolnej wynosit 48,5, to w hodowli zawierajacej 2,0 mM
MS 33,9, a w hodowli z 4,0 mM MS — 26,1 (tab. 2). Jednoczesnie ocena
procentowe] zawartosci poszczegolnych faz mitozy wykazala, ze hodowle
z20i 40 mM MS zawieraja wsrdd dzielgcych sie komoérek wiecej ko-
moérek w pozniejszych stadiach mitozy: anafazie i telofazie niz we wezes-
nych stadiach, tj. profazie i metafazie.

Tab. 2. Rozdzial faz mitozy w populacji komorek L po 24-godzinnej inkubacji z mo-
libdenianem sodu
Mitotic division of cells L after incubation (24 hrs.) with sodium molybdate

Stezenie Wskaznik Fazy mitozy — Mitosis
molibdenianu sodu mitotyczny
Sodium molybdate Mitotic
concentration index profaza metafaza anafaza telofaza
mM %00 prophase metaphase anaphase telophase
Kontrola
Control 48,5 48,5 15,4 1,2 35,0
0,4 47,4 44,4 14,8 0,8 39,9
2,0 33,9 38,9 14,7 2,9 43,4
4,0 26,1 36,6 13,8 2,8 46,8
DYSKUS.JA

Przeprowadzone badania wykazaly, ze molibdenian sodu w stezeniu
2,0—4,0 mM powoduje zmiane ksztaltu komoérek L. Rozplaszczajg sie one,
zajmujac wiekszg niz normalnie powierzchnie, a takze tracg swe wrze-
cionowate ksztalty. Pomiary srednicy trypsynowanych komorek swiadcza
o zwiekszeniu sie ich objetosci. Wystepujace zmiany ustepowaly jednakze
po przeniesieniu komoérek do pozywki nie zawierajacej molibdenu, co
wskazuje na odwracalny charakter zjawiska.

Komoérka utrzymuje swojg stala objetos¢ przez zachowanie rownowa-
gl osmotycznej, co wymaga wkladu energii. Hamowanie przez molibden
aktywnosci oksydazy cytochromowej (2, 5) sugeruje, ze przyczyny za-
chwiania rownowagi jonowej i w konsekwencji specznienia komoérek moze
by¢ deficyt energetyczny. Jednakze powro6t komorek do normalnych roz-
miaréw wowczas, gdy po inkubacji z molibdenem zmieniona pozywka za-
wierala cyjanek sodu (bedacy inhibitorem oksydacyjnej fosforylacji) wy-
kazuje, ze niedobor zwigzkéow wysokoenergetycznych nie moze byc¢ tylko
wynikiem hamowania tlenowego metabolizmu. Swiadczy o tym takze fakt
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Pojawiania sie licznych mikrokosmkéw na powierzchni komoérek po inku-
bacji z MS. Vlodavsky i Sachs stwierdzili bowiem, ze inkubowa-
nie fibroblastow chomika z inhibitorem oksydacyjnej fosforylacji w obec-
nosci glukozy nie prowadzilo do tworzenia sie mikrokosmkoéw ani do utra-
ty ATP. Pojawienie sie licznych mikrokosmkow zwigzane bylo z obniza-
niem sie poziomu ATP w komaérce (8).

Zaobserwowane zmiany morfologiczne moga Swiadczy¢ wiec o wyste-
powaniu gltodu energetycznego w komorce, spowodowanego przez molib-
den w metabolizmie komérkowym. Nastepstwem tego stanu bylo obnize-
nie tempa proliferacji komoérek i zmiana czasu trwania poszczegélnych
etapow mitozy.

Molibden, ktory jest zaliczany do mikroelementéow koniecznych do
wzrostu komoérek in vitro (9), dostarczony w ilosci znacznie przekracza-
Jacej jego zapotrzebowanie, doprowadza do zmian morfologicznych, takich
Jak zwiekszenie objetosci komorki, zwiekszenie ilosci komorek olbrzymich
I wielojgdrzastych oraz wystepowanie licznych mikrokosmkéw na po-
Wierzchni komoérki.
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PE3IOME

Ilpon3Benera MopgonoOruyeckKas oOllellKa 3 OLelKa MMTOTH'ECKOW aKTUBHOCTU
KneTok L B TeueHnue 24 yacoB uikybupomanubix ¢ MoaubaaTom natpua (MS). Ycra-
HOBINelo, 4TO B KoHmeHTpauuu 2,0 u 4,0 mM Bbi3bIBAJ pacnjUiMBaHue KJETOK,
NnoTep0 OTPOCTKOB M Beperoobpa3siiofi copmbl. M3mepenue aMamMeTpa TPUNICUHUPO-
BalHbIX KJETOK [I0OKa3aJjlo yBeJuuelyMe AuaMeTpa KJETOK B KyJibType, uiKy6upo-
BaHion ¢ 2,0 mM MS, na 58%, a B Kyabrype ¢ 4,0 mM na 11% B 10 xe Bpems
B 3TUX KyJbTypaX 3HAMMUTEJLHO BO3POCJIO YMCJIO THMFaHTCKUX U ABYXAJEPHBbIX KJe-
Tok. KpoMe Toro, mMonubaen Bbi3biBasn obpa3oBaiie Ha MOBEPXHOCTU KJETOK, Habmro-
RaeMbIX TIION MMKPOCKONOM C TEMHBIM MO.IeEM 3peiMs, MHOTOMUCIEHIIBIX MUKPO-
KOCMKOB.

Moaubnat uatpusa KouuentTpammm 2,0 1 40 mM cHMIKAn MUTOTHMMECKWI MNOKa-
3aTeNb KyJabTypbl. OJHOBpeMEHHO OTMe4eHO, BhbICLUEe€ [POLEeHTHOEe YU'acTue KJEeTOK
AeNAIMXCA, B MO3QHEeNINX CTAAUAX MUTO3a, T.e. B anadase u tejoda3se.

SUMMARY

A morphological evaluation and assessment of mitotic activity of cells L, in-
cubated for 24 hrs. with sodium molybdate, were made. The results showed that
at a concentration of 2.0 and 4.0 mM,. sodium molybdate caused flattening of the
cells, loss of pseudopodia and of spindle shape. The measurements of the diameter
size of the trypsinized cells showed that the diameter sizes increased by 5.8 and
11.0 per cent in the cultures with 2.0 and 4.0 mM of sodium molybdate, respectively.
The observations showed also an increase of giant and binuclear cells in the
cultures.

Sodium molybdate caused also the formation of microvilli on the surface of the
cells. Mitotic index was found to decrease in the cultures with 2.0 and 4.0 mM
of sodium molybdate. The results showed a higher percentage of the divided cells
in the late stages of mitosis (anaphase and telophase).
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Ryc. 2. Hodow!a kontrolna komoérek L. Pow. ok. 320X. Barwienie H + E. Komorki

fibroblastopodobne o wrzecionowatych ksztaltach z wypustkami cytop'azmatycznymi

Control cells L. Fibroblast-like cells of spindle shape with cytoplasmatic pseudo-
podia. Hematoxylin and eosin stain. Magn. ca. 320 X

\

Ryc. 3. Komorki L inkubowane przez 24 godz. w pozywce zawierajgcej 4,0 mM mo-
libdenianu sodu. Pow. ok. 320 X. Barwienie H--E. Komorki przypominaja komorki
Nablonkowe, sg wieksze w poréwnaniu z kontrola, posiadaja kroétkie nieliczne wy-
pustki
Cells L incubated, on the medium with 4.0 mM of sodium molybdate, for 24 hrs.
The cells are similar to epithelial cells, are larger than controls, with a few short
pseudopodia. Hematoxylin and eosin stain. Magn. ca. 320 X
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Ryc. 4. Komorki hodowli kontrolnej w ciemnym polu widzenia. Pow. ok. 640 X. Ko-
morki posiadajg jedynie nieliczne mikrokosmki
Control cells under the light microscope with dark field. The cells have only a few
microvilli. Magn. ca. 640X

Ryc. 5. Komérki L po 24-godzinnej inkubacji w pozywce z 2,0 mM molibdenianu
sodu. Pow. ok. 640 X. Widoczne sg liczne mikrokosmki na powierzchni komorek
Cells L after 24 hrs. incubation on medium with 2.0 mM of sodium molybdate.
Numerous microvilli are visible on the cell surface. Magn. ca. 640X
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