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. Wstep

Selen ma fundamentalne znaczenie dla zdrowia cztowieka, bie-
rze udziat w wielu procesach fizjologicznych i dlatego jest zaliczany
do mikroelementéw niezbednych do prawidiowego funkcjonowania
organizmoéw wyzszych [1]. Wyniki badan epidemiologicznych sugeru-
ja, ze zwiekszonemu ryzyku powstawania nowotworéw towarzyszy
niewystarczajaca podaz selenu, natomiast klinicznych oraz ekspery-
mentalnych wyraznie wskazuja, ze selen zabezpiecza przed ich roz-
wojem [2, 3].

Biologiczna rola selenu zostata poznana wraz z odkryciem, ze jest
on m.in. sktadnikiem centrum aktywnego wielu enzyméw. Najbardziej
znanym przyktadem enzymoéw selenozaleznych jest rodzina peroksy-
daz glutationowych (GSH-px), ktérych zasadnicza funkcjg jest obro-
na organizmu przed stresem oksydacyjnym. W niedoborze selenu
obserwuje sie znaczne obnizenie poziomu GSH-px oraz zwigkszenie
produkgji aktywnych zwiazkéw tlenu. Ustalono takze, ze to wtasnie
seleniny w erytrocytach, a nie selenometionina czy selenocysteina, re-
aguja z glutationem, dajac biologicznie aktywna forme selenu w postaci
selenodiglutationu. Selenodiglutation, ktéry powstaje w reakgji gluta-
tionu z selenem, bedacym na +4 stopniu utlenienia, posiada silne wta-
$ciwosci antyoksydacyjne i przeciwnowotworowe, indukuje apoptoze
komaérek nowotworowych u ludzi [4+7]. W takie] postaci jest on takze
specyficznie wbudowywany do centrum aktywnego enzymow.

Jednym z potencjalnych zwiazkéw przeciwnowotworowych, dla
ktorego obecnie prowadzone s3 badania zmierzajace do ustalenia jego
mechanizmu dziatania, jest Selol 5%, zwiazek organiczny zawierajacy
selen(lV), stanowiacy mieszanine seleninotriglicerydéw otrzymywa-
nych na bazie oleju stfonecznikowego [8].

Podstawowym badaniem przesiewowym potencjalnych produk-
tow leczniczych jest ocena ich dziatania cytotoksycznego. W badaniach
tych stosuije sie techniki pozwalajace na pomiar zmian, zwiazanych z za-
burzeniami proceséw fizjologicznych komérek, powodowanych przez
badana substancje. Celem takich badan jest wyznaczenie wptywu
badanej substancji na przezywalnos¢ komorek w odniesieniu do kon-
troli, ktéra najczesciej stanowi hodowla komoérek w samej pozywce
lub hodowla poddana ekspozycji na inng substancje lecznicza, o znanej
cytotoksycznosci.

Celem badan podjetych w tej pracy byto poréwnanie cytotoksycz-
nego dziatania, na komérki nowotworowe Hela, badanego zwiazku
organicznego, zawierajacego selen — Selolu 5% z seleninem sodu —
znanym nieorganicznym zwiazkiem selenu. Badania przeprowadzono
z wykorzystaniem metod: MTT, pomiaru biatka catkowitego (Bradford)
i cytometrii przeptywowej z barwieniem Aneksyna V i jodkiem propi-
dyny. Do wyznaczenia penetracji selenu do komérek wykorzystano
metode ICP- MS.

2. Czesc eksperymentalna
2.1 Badane zwiazki i odczynniki

Selol 5% (w postaci liposoméw, otrzymany z Zaktadu Analizy
Lekow, WUM), selenin sodu (Sigma), MTT (Sigma), izopropanol
(Labscan), odczynnik Bradforda (Bio-Rad Protein Assay), albumina
ludzka (Biomed), FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD
Pharmingen), PBS (buforowany roztwér soli), peten i bez jonow
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Mg?* i Ca?* (Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej), trypsy-
na, EDTA (Lonza), roztwér wzorcowy selenu do ICP-MS zawieraja-
cy | mg/ml Se (Inorganic Ventures), roztwér wzorca wewnetrznego:
Co o stezeniu 10 mg/l, kwas azotowy o stopniu czystosci do ICP
(Merck), woda redestylowana dodatkowo oczyszczana w systemie
Nanopure Deionization System (Barnstead), argon 99,995% obj.
(BOC GAZY, Warszawa).

2.2 Hodowla komérkowa

Hodowle komérek Hela — Human Cervix Carcinoma Cells, komorki
ludzkiego nowotworu szyjki macicy (German Collection) prowadzono
w atmosferze 5% CO,, w temp. 37°C, w podtozu EMEM (Eagle’s Mi-
nimum Essential Medium — Lonza) z dodatkiem 10% FBS (Fetal bovine
serum — Lonza) oraz dodatkiem 1% antybiotykéw (Penicylina, Strep-
tomycyna, Amfoterycyna B — Lonza).

Komoérki zaszczepiano, w zaleznosci od czasu inkubacji z badanymi
zwigzkami, wilosci | lub 1,5 x 10° nastudzienke ptytki 6-studzienkowej
i 3lub 5 x 10° nastudzienke ptytki 96-studzienkowej (Nunc, Greiner).

2.3 Inkubacja z lekiem

Po 24 h inkubacji komorek, w warunkach opisanych powyzej,
wymieniano pozywke na $wieza z badanymi zwiazkami, w wybranym
na podstawie badan pilotowych zakresie stezeni dla Selolu, a dla se-
leninu sodu na podstawie danych literaturowych. Zwiazki stosowano
w zakresach stezen, w przeliczeniu na selen: selenin sodu od | dol2
UM Se, aSelol od 6,25 do 500 uM Se. Obserwowano wptyw badanych
zwiazkéw na komérki Hela po 24 lub 48 h inkubaciji. Prébe kontrolng
stanowita odpowiednio hodowla komérek prowadzona w samej po-
zywece (dla seleninu sodu) i w pozywce z dodatkiem ,,pustych” liposo-
moéw (dla Selolu), w ilosci odpowiadajacej najwyzszemu stosowanemu
stezeniu tego zwigzku w danym tescie.

2.4 Ocena zywotnosci komoérek — test MTT

Po 24 lub 48 h inkubaciji z placebo lub badang substancja, usuwano
pozywke znad komérek i przeptukiwano dwukrotnie wszystkie dotki
75 ul PBS bez jonéw Ca?* i Mg?*. Nastepnie do kazdej studzienki do-
dawano po 50 ul odczynnika MTT o stezeniu 0,25 mg/ml (wczesniej
przygotowanego roztworu soli tetrazoliowej w PBS bez jonéw Ca?*
i Mg?*). Po uptywie 4 h rozpuszczano powstate krysztaty formazanu
poprzez dodatek do studzienek 200 ul 99,7% izopropanolu. Absor-
bancje roztwordw mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
540 nm, z zastosowaniem czytnika ptytek iEMS Reader MF (Labsys-
tems).

Przyjmujac zywotnos¢ komorek w hodowli kontrolnej za 100%
obliczano, z uzyskanych wartoséci absorbanciji, zywotno$¢ komoérek
w probach z badanymi zwiazkami.

2.5 Oznaczanie biatka catkowitego — metoda Bradforda

Po 24 lub 48 h inkubaciji z placebo lub badang substancja, komorki
w studzienkach przeptukiwano PBS bez jonéw Ca’* i Mg?*, a nastepnie
zdejmowano z powierzchni studzienek przez zeskrobywanie i wirowa-
no przez 7 min., 1500 rpm. Otrzymany osad przeptukiwano PBS i po-
nownie wirowano. Komérki zawieszano w | ml wody dejonizowane;j.

* 105

nauka ¢ technika



nauka ¢ technika

W celu wyznaczenia catkowitej zawartosci biatka, 0,5 ml zawiesiny
komérkowej poddawano lizie z 0,5 ml NaOH (I M). Po doktadnym
wymieszaniu komérek pobierano po 20 ul lizatu na studzienke ptytki
96-studzienkowej, w 6-krotnympowtérzeniu. Réwnolegle przygotowy-
wano krzywa wzorcowa dla albuminy, w zakresie stezenia | — 10 ug/ml.
Do wszystkich studzienek dodawano po 180 ul odczynnika Bradforda
i mierzono absorbancje przy zastosowaniu filtra 600 nm stosujac spek-
trofotometr Multiscan Plus Typ 3 4 (Labsystem). Przyjmujac zawartosc¢
biatka catkowitego dla komdrek kontrolnych za 100% obliczano odse-
tek zywotnosci komdrek w probach badanych.

2.6 Cytometryczne oznaczanie indukcji apoptozy komoérko-
wej — test z Aneksyna V i jodkiem propidyny

Po 24 lub 48 h inkubacji z placebo lub badang substancja, do pro-
bowek wiréwkowych zbierano pozywke znad komorek oraz komérki
po wczesniejszym ich ztrypsynowaniu. Cafo$¢ wirowano 7 min. przy
1500 rpm. Osad przeptukiwano PBS i ponownie wirowano. Po usunig-
ciu supernatantu komaérkizawieszano w buforze wigzacym (dostarczo-
nym w zestawie), w ilosci odpowiadajacej stezeniu | x 10¢ komorek/ml.
Nastepnie do probowek cytometrycznych przenoszono po 100 ul za-
wiesiny. Do kazdej probéwki dodawano po 5 ul Aneksyny Vi 5 ul jodku
propidyny. Mieszano i inkubowano w ciemnosci przez |5 min. Po tym
czasie dodawano po 400 ul buforu wiazacego i poddawano analizie
w cytometrze przeptywowym FACS Calibur (Becton Dickinson), wy-
posazonym w oprogramowanie CellQuest.

2.7 Oznaczanie stopnia penetracji selenu — metoda ICP-MS
0,5 ml zawiesiny komorek, przygotowanej zgodnie z punktem
2.5, poddawano mineralizacji w kwasie azotowym, z wykorzystaniem
energii mikrofalowej, prowadzonej w systemie zamknietym, w ukfa-
dzie 4-krokowym. Mineralizaty przenoszono ilosciowo do kolb mia-
rowych o pojemnosci 20 ml, dodawano po 20 ul roztworu wzorca
wewnetrznego (wzorzec Co o stezeniu 10 ug/l) i uzupetniano woda.
Oznaczenie zawartosci selenu w komorkach prowadzono w spektro-
metrze mas z plazma indukcyjnie sprzezona Thermo Electron X Series
Il firmy Thermo Electron Corporation, USA. Optymalny zakres pomia-
rowy w metodzie ICP-MS dla tego pierwiastka wynosi 0,1-2,5 ug/l.

3. Oméwienie wynikéw

Do ilosciowego okreslenia aktywnosci cytotoksycznej potencjal-
nych chemioterapeutykéw najczesciej wykorzystuje sie réznego ro-
dzaju testy komoérkowe prowadzone w hodowli in vitro, w ktérych
oznaczane sa rézne parametry zwigzane ze wzrostem (proliferacja)
komoérek. W pracy wykorzystano posredni pomiar aktywnosci dehy-
drogenazy mitochondrialnej (MTT), pomiar zawartosci biatka catko-
witego, oparty na zdolnosci wiazania si¢ biatek komorkowych z barw-
nikiem — Coommasie Brilliant Blue oraz zdolno$¢ badanych zwiazkéw
do indukcji apoptozy w komorkach Hela.

3.1 Wplyw seleninu sodu i Selolu na zywotnos¢ komoérek
Hela (test MTT)

Toksyczny wptyw Selolu i seleninu sodu na komérki Hela ocenia-
no stosujac test MTT, na podstawie zmian aktywnosci dehydrogena-
zy bursztynianowej, enzymu mitochondrialnego obecnego w zywych
komérkach. Enzym ten przeksztalca rozpuszczalng sél tetrazoliowa
[bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-ddifenylotetrazoliowy] w for-
me zredukowana, nierozpuszczalny formazan, ktéry wytraca sie w po-
staci krysztatéw rozpuszczalnych w izopropanolu. Warto$¢ absorbancji
roztworu izopropanolowego mierzonej przy diugosci fali ok. 540 nm
jest proporcjonalna do liczby zywych komoérek w hodowli. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw oceniano zywotnos¢ komérek po inkubacji
24 |ub 48 h z badanymi zwiazkami.

Z krzywych zaleznosci przezywalnosci komoérek od stezenia se-
lenu, pochodzacego z badanych zwiazkéw, wyznaczono stezenie ha-
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mujace wzrost komorek, w 50%, czyli wartos¢ IC, , charakteryzujaca
aktywnos¢ cytotoksyczng badanych zwiazkéw (rys.1).
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Rys. |. Wplyw selenu, pochodzacego z seleninu sodu i Selolu,
na przezywalnos¢ komérek Hela (test MTT)

Stwierdzono, ze pod wptywem seleninu sodu juz po 24 h inkubagji,
nastepuje znaczace zmniejszenie liczby zywych komoérek Hel a, zalez-
ne od stezenia selenu dodanego do pozywki. W zaleznosci od czasu in-
kubaciji 24 lub 48 h, IC, dla tego zwiazku wynosito odpowiednio okoto
5,9 uMi 2,6 uM Se. Z danych uzyskanych dla Selolu, po 24 h inkubacji,
zmniejszenie przezywalnosci komérek do 50% (IC) stwierdzono
dopiero przy stezeniu selenu ok. 216 M. Z przedstawionego wykre-
su wynika, ze obnizanie si¢ krzywej przezywalnosci ma zdecydowa-
nie tagodniejszy charakter i dla najwyzszego zastosowanego stezenia:
250 uM Se, liczba zywych komérek po 24 h inkubacji nadal wynosi
ok. 45%. Wydtuzenie czasu inkubacji do 48 h wptynefo na zdecydowa-
ne przesunigcie sig wartosci IC, w kierunku nizszych wartosci stezenia
selenu w medium, IC,, ~ 80 uM Se. W badaniu tym nie obserwo-
wano cytotoksycznego wplywu ,,pustych” liposomdw, stanowiacych
nosnik dla Selolu. Oznacza to, ze same liposomy nie wywotuja efek-
tu toksycznego, co pozwala uzna¢ je jako odpowiednia kontrole dla
tego eksperymentu i przyja¢ dla niej wartos¢ 100% przezywalnosci.
Z uwagi na wysoka toksycznos¢ seleninu sodu w dalszych badaniach
zrezygnowano z czasu inkubacji 48 h.

3.2 Wptyw badanych zwiazkéw na zawartos¢ biatka catkowi-
tego (metoda Bradforda)

Zmniejszenie liczby zywych komérek w hodowlach, obserwowane
w tescie MTT, zalezne od stezenia selenu w pozywce i czasu inkubacji,
przefozyfo sig¢ réwniez na uzyskana zawartos¢ biatka catkowitego. Ob-
nizanie zawartosci biatka catkowitego, w hodowli komoérek inkubowa-
nych przez 24 h z seleninem sodu i 24 lub 48 h z Selolem, w odniesieniu
do kontroli, nastgpowato wraz ze wzrostem stezenia selenu (rys. 2).
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Rys. 2. Wptyw selenu, pochodzacego z seleninu sodu i Selolu, na
zawartosc biatka catkowitego (metoda Bradforda)
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W przypadku obu zwigzkéw, w obu czasach inkubagiji, tylko przy
najnizszym zastosowanym stezeniu selenu, | UM dla seleninu sodu
i 12,5 uM dla Selolu, obserwowano zwiekszenie ilosci biatka w stosun-
ku do kontroli, odpowiednio o ok. 14 i 7%.

Poréwnanie tempa spadku catkowitej ilosci
ze wzrostem stezenia badanych zwiazkéw w pozywce, pokazu-
je zdecydowanie wigksza aktywnos¢ w tym wzgledzie seleninu
sodu. Dla tego zwiazku istotng réznice w ilosci biatka catkowi-
tego, to jest ok. 15% w stosunku do kontroli, obserwuije si¢ juz
przy zastosowanym stezeniu 3 UM Se. Poréwnywalny spadek ilo-
$ci biatka wystepuje w przypadku Selolu dla stezenia przekracza-
jacego 37,5 UM Se, po 24 h inkubacji. W stosunku do kontroli,
po 24 h dla stezenia ok. 6 UM Se, w doswiadczeniu z seleninem
sodu, zaobserwowano 50% obnizenie zawartosci biatka catkowi-
tego. Dla Selolu, przy najwyzszym zastosowanym stezeniu, po 24
h inkubacji zawarto$¢ biatka wynosita okoto 60%. Obnizenie ilosci
oznaczonego biatka catkowitego do 50% stwierdzono dla stezenia
ok. 75 uM Se w Selolu, po wydtuzeniu czasu ekspozycji do 48 h.

biatka wraz

3.3 Proapoptotyczna aktywnos¢ seleninu sodu i Selolu (bada-
nie cytometryczne)

Zdolnos¢ badanych zwiazkéw do indukowania apoptozy bada-
no po 24 h inkubacji z seleninem sodu oraz 24 i 48 h inkubac;ji z Se-
lolem, w tescie z Aneksyna V i jodkiem propidyny. Uzyskane wyniki
wskazuja na wyrazng réznice w aktywnosci proapoptotycznej obu
zwiazkow (rys. 3), co koreluje z danymi uzyskanymi w tescie MTT
i oznaczania zawartosci biatka catkowitego. Zastosowany uktad
doswiadczalny pozwala na rozréznienie komoérek zywych, apopto-
tycznych i nekrotycznych.
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Rys. 3. Zaleznos¢ odsetka apoptycznych komérek Hela od stezenia
selenu podawanego w postaci seleninu sodu lub Selolu (test z Aneksy-
na V i jodkiem propidyny)

Z uzyskanych danych, przedstawionych w tablicy | wynika,
ze w przypadku seleninu sodu wraz ze wzrostem stezenia tego zwiaz-
ku, obserwuje sie wyrazny wzrost ilosci komérek apoptotycznych,
osiagajacy przy najwyzszym z zastosowanych stezen wartos¢ 83,6%.
W przypadku Selolu, dla poréwnywalnego stezenia selenu (12,5 uM),
odsetek komorek apoptycznych wynosi tylko |5%. Wydtuzenie czasu
ekspozycji komdrek na Selol do 48 h. istotnie wptyneto na nasilenie
apoptozy przy wyzszych stezeniach, tj. powyzej 100 UM Se. Dla naj-
wyzszego zastosowanego stezenia 500 UM Se, obserwowano po 48 h
prawie dwukrotne zwigkszenie liczby komoérek apoptotycznych w po-
pulacji. Z punktu widzenia cytotoksycznego mechanizmu dziatania
badanych zwiazkdw, stwierdzono niewielki odsetek komérek nekro-
tycznych, w obu czasach inkubacji. Odsetek komoérek nekrotycznych
miescit si¢ pomiedzy 0,4 -2,5%i 0,3 — 5,5%, odpowiednio dla seleninu
sodu i Selolu.
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Tablica |

Procentowy rozktad komérek Hela: zywych (Z), apoptycznych (A)
i nekrotycznych (N) w hodowli poddanej dziataniu seleninu sodu lub
Selolu, w wybranym zakresie stezen (w przeliczeniu na selen)

% poszczegolnych frakcji

Selenin sodu Selol

stezenie z AlN stezenie z A N z A N

Se, UM Se, UM
24 h 24 h 48 h
0 85,1 | 145| 04 0 839 |(148| 1,3 90| 97 | 03
| 853 (14,1 | 0,6 625 (840|144 1,6 - -

3 858 (13,0 1,2 125 [841|150| 09 |86,1|134| 05

6 56,6 | 42,0 | 1,4 375 |81,3|178] 09 - -

10 21,5760 | 25 75 82,7(165( 08 [826|170]| 04
125 780 (21,3 07 - -

12 145|836 | 1,9 250 72,1 (242 3,7 (59,7396 07
500 63,8 30,7 | 55 (41,0577 13

3.4 Penetracja selenu do komérek HeLa (metoda ICP-MS)
Zdolnos¢ do penetracji selenu z badanych zwiazkéw do komoérek
Hela oceniano stosujac metode ICP-MS. Po 24 h inkubaciji stwierdzo-
no, ze wystepuje wyrazne zréznicowanie ilosci wykrywanego selenu
w komédrkach, w zaleznosci od zastosowanego zwiazku. Uzyskane
dane wskazuja, ze selen z roztworu seleninu sodu wykazuje wigksza
zdolnos¢ do przenikania przez btony komérkowe niz z podanego w po-
staci liposoméw Selolu. Srednie wartosci (n=3) oznaczonej zawarto-
$ci selenu, uzyskane dla obu podawanych zwiazkéw, znormalizowane
o wyniki oznaczania biatka catkowitego w komérkach (pkt. 3.2.), w od-
niesieniu do zadanych stezen selenu przedstawiono na rysynku 4.
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Rys. 4. Penetracja selenu z seleninu sodu i Selolu do komérek HelLa
(ICP-MS)

Po 24 h inkubacji komérek Hela z badanymi zwiazkami, dla naj-
nizszych stezen: | uM Se dla seleninu sodu i 12,5 uM Se dla Selolu
stwierdzono, ze ilo§¢ wykrywanego w komérkach selenu jest porow-
nywalna do ilosci stwierdzonej w komérkach hodowli kontrolnej. Dla
kolejnych stezen regularny wzrost ilosci wykrywanego w komérkach
selenu obserwuije sie od stezenia 3 UM Se dla seleninu sodu i 37,5 UM
Se dla Selolu. W przypadku seleninu sodu przebieg krzywej penetra-
cji, po 24 h inkubacji (rys. 4) ma charakter zblizony do wyktadnicze-
€0, a dla Selolu logarytmicznego. Oznacza to, ze réznica w krotnosci
penetracji, w obserwowanym zakresie stezen, zwiegksza sie wraz
ze wzrostem stezenia selenu. Zblizong warto$¢ ilosci oznaczonego
selenu, tj. ok. 0,3 ng Se/ug biatka, otrzymano dla wyjsciowych stezen
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6 uMSei 37,5 UM Se, odpowiednio dla seleninu sodu i Selolu. Obliczo-
na réznica w dynamice penetracji wskazuje na ok. 6-krotnie szybsze
wchtanianie selenu z roztworu seleninu sodu.

Zdecydowanie wyzsze stezenia selenu w komoérkach po podaniu
Selolu obserwowano po wydtuzeniu czasu inkubacji do 48 h. W tym
przypadku dla stezenia 75 UM Se otrzymano warto$¢ penetracji po-
réwnywalna z najwyzsza uzyskana dla seleninu sodu, tj. ok. 0,9 ng Se/ug
biatka. Po 48 h. bardzo istotnie wzrasta ilo§¢ wykrywanego selenu
w komérkach dla najwyzszego zastosowanego stezenia Selolu (125 uM
Se), bo az 3-krotnie w stosunku do ilosci wykrywanej po 24 h.

W tablicy 2 podsumowano wyniki uzyskane w tescie MTT, w ba-
daniu cytometrycznym i podczas oznaczania biatka catkowitego dla
podobnej ilosci selenu penetrujacego do komdrek z obu zwiazkdw, tj.
ok. 0,3 ng Se/ug biatka, co odpowiada stezeniu wyjsciowemu seleninu
sodu 6 UM Se i Selolu 37,5 UM Se. Z danych tych wynika, ze po 24 h
inkubacji selenin sodu ok. |,7 raza silniej hamuje wzrost komorek, niz
Selol.

Tablica 2

Poréwnanie przezywalnosci komérek Hela wyznaczonej trzema
metodami, dla poréwnywalnej penetracji selenu do komérek: 0,3 ng
Se/ug biatka, oznaczonej po 24 h inkubacji komérek z seleninem sodu,
w stezeniu 6,0 UM Se i Selolem, w stezeniu 37,5 yM Se

Metoda odsetek zywych komérek, %
Selenin sodu Selol
MTT 44,7 78,0
Bradford 48,4 96,7
Test z Aneksyna V i jodkiem propidyny 56,6 81,3

Tablica 3 przedstawia zestawienie wynikéw z powyzszych ba-
dan, dla poréwnywalnej iloéci selenu wykrytego w komorkach, tj. ok.
0,9 ng/ug biatka. Jest to wartos¢ uzyskana dla najwyzszego uzytego
stezenia selenu w seleninie sodu (12 uM), po 24 h inkubacji i Selolu
zastosowanego w stezeniu 75 UM Se, ale dopiero po 48 h. W przypad-
ku seleninu sodu penetrujaca do komérek ilos¢ selenu powodowata
istotne przyhamowanie przezywalnosci komoérek i silng indukcje apop-
tozy, co odzwierciedlato sig¢ w ilosci wykrywanego biatka catkowitego.
W przypadku tej samej ilosci selenu oznaczonego po 48 h inkubacji
komorek z Selolem, przezywalno$¢ komoérek uzyskana w testach MTT
i wynikajaca z oznaczania biatka catkowitego wynosita ok. 50%, nato-
miast liczba zywych komérek uzyskanych w tescie z aneksyna i jodkiem
propidyny wynosita ok. 80%.

Tablica 3

Poréwnanie przezywalnosci komérek Hela wyznaczonej trzema
metodami, dla poréwnywalnej penetracji selenu do komérek:
0,9 ng Se/ug biatka, oznaczonej po 24 h inkubacji komérek z sele-
ninem sodu, w stezeniu 12,0 UM Se i po 48 h inkubacji z Selolem,
w stezeniu 37,5 yM Se

Metoda odsetek zywych komérek, %
Selenin sodu Selol
MTT 10,6 52,2
Bradford 25,2 51,6
odem roneyy 144 826

4. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone dotychczas badania z komérkami nowotworo-
wymi Hela dla dwoch réznych zwigzkow selenu: seleninu sodu i Se-
lolu potwierdzaja opisywane literaturowo réznice w wykorzystaniu
przez komorke selenu(lV), ze zwiazku nieorganicznego i organicznego
[9=111.
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Poréwnujac wyniki uzyskane dla obu zwiazkéw, po 24 i 48 h
inkubacji, w tescie MTT stwierdzono zdecydowanie wyzsza tok-
syczno$¢ seleninu sodu, o czym $wiadcza wyznaczone wartosci
IC,,. W obu punktach czasowych 50% zahamowanie zywotnosci
komorek w przypadku seleninu sodu miato miejsce dla stezenia Se
ok. 30-krotnie nizszego niz dla Selolu. Podobng réznice w aktyw-
nosci obu zwiazkéw uzyskano w badaniu biatka catkowitego meto-
da Bradforda, w ktérym to oznaczeniu réwniez zaobserwowano,
ze antyproliferacyjny wptyw seleninu sodu na komorki Hela byt
kilkadziesiat razy wigkszy niz Selolu. W odniesieniu do wynikéw
uzyskanych w badaniu penetracji obu zwiazkéw do komorek,
w hodowli in vitro, nalezy zwrdéci¢ uwage na istotng réznice w dy-
namice przenikania selenu z roztworu seleninu sodu i z zawiesiny
liposomoéw z Selolem. W badaniu ICP-MS wykazano, ze mata nie-
organiczna czasteczka seleninu sodu penetruje do komérki duzo
szybciej, a jej transport najprawdopodobniej odbywa sie biernie,
w oparciu o réznice stezen. Prawdopodobnie inny jest mechanizm
transportu liposomoéw z Selolem, poniewaz po 24 h inkubacji ob-
serwowano zaledwie niewielki wzrost stezenia selenu, co pozwala
przypuszczad, ze komorka nie jest w stanie przyjaé, w okreslonym
czasie, wiecej zwiazku zfozonego w swojej budowie i o duzej ma-
sie czasteczkowej. Wydtuzenie czasu inkubacji do 48 h zdecydo-
wanie zmienito przebieg krzywej, upodabniajac ja do krzywej se-
leninowej. Wynika z tego, ze wydtuzenie czasu inkubacji komoérek
z Selolem, poprawia penetracje w stopniu umozliwiajacym ozna-
czenie podobnej ilosci selenu w komérkach, jaka obserwowano
dla najwyzszego uzytego stezenia seleninu sodu. Analizujac dane
zawarte w tablicach 2 i 3 stwierdzono, ze w przypadku Selolu,
ktdry jest mieszaning seleninotriglicerydéw, podawanego w po-
staci liposomoéw, antyproliferacyjny wptyw tego zwiazku nie jest
zalezny tylko od penetrujacego selenu do komérki. Na pojawienie
sie konkretnego efektu komérkowego wptyw ma réwniez czas
potrzebny do uwolnienia selenu ze ztozonego zwiazku organicz-
nego. Potwierdzeniem tego sa wyniki uzyskane w badaniu MTT
i zawartosci biatka catkowitego, wykonanym po 48 h inkubacji
z Selolem.

Biorac pod uwage zakresy stezen obu zwiazkdw, dla ktérych wy-
konywane byty badania, tj. | -12 uMSe dlaseleninusodui6,25-500 M
Se dla Selolu i uzyskane wyniki, mozna wnioskowa¢, ze indeks te-
rapeutyczny Selolu prawdopodobnie bedzie zdecydowanie wyzszy
niz seleninu sodu. Dla Selolu wyrazny spadek przezywalnosci obser-
wowany w tescie MTT i biatka catkowitego, wystepowat w zakresie
stezenia 37,5-75 uM Sei 12,5-37,5 uM Se, odpowiednio po 24 hi48 h
inkubacji. Natomiast spadek przezywalnosci komdrek w hodowli
z seleninem sodu pojawiaf sie juz od stezenia 3 UM Se (rys. | i 2).

W badaniu aktywnosci proapoptotycznej obu zwiazkéw, otrzy-
mane dla seleninu sodu wyniki s3 podobne do wynikéw uzyskanych
w tescie MTT i oznaczania biatka catkowitego. Istotny spadek licz-
by zywych komoérek, z jednoczesnym wzrostem liczby komorek
w fazie apoptozy, wystepowat po 24 h inkubacji z tym zwiazkiem,
w dawkach odpowiadajacych stezeniu 3-6 UM Se i pogtebiat sie
wraz z dalszym wzrostem stezenia. Tak wyraznej tendencji nie
zaobserwowano dla Selolu. W przypadku 48 h inkubacji z Selo-
lem w zakresie stezen, w przeliczeniu na selen, 6,25-125 uM nie
obserwowano wzrostu aktywnosci proapoptotycznej. Aktywno$é
ta silnie wzrastata dopiero powyzej 125 uM Se, w sposéb istotny
obnizajac zdolnos¢ komédrek do przezycia. Uzyskane wyniki po-
twierdzaja dane literaturowe dotyczace dziatania seleninu sodu
oraz pozwalajg wnioskowaé, ze cytotoksyczny mechanizm dziata-
nia obu zwiazkéw w komérkach Hela zwiazany jest miedzy innymi
z indukcja apoptozy, co jest prawdopodobnie przyczyna spadku ich
przezywalnosci [12, 13].

Oznaczenia biatka catkowitego w przeprowadzonych ekspe-
rymentach potwierdzaja doniesienia literaturowe o stymulujacym
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wplywie niskich dawek selenu na wzrost komérek nowotworo-
wych [14]. W przypadku obu badanych zwiazkéw, dla pierwszego
zastosowanego stezenia, tj. | UM Se i 6,25 UM Se, odpowiednio dla
seleninu sodu i Selolu, zaobserwowano niewielki wzrost zawartosci
biatka catkowitego w stosunku do kontroli.

Podsumowujac, w przypadku obu zwiazkéw stwierdzono ich
zréznicowany wplyw toksyczny na komoérki nowotworowe Hela
oraz, ze efekt ich oddziatywania z komoérka nowotworowa zalezy
od budowy chemicznej zwiazku, stezenia i czasu dziatania. Z prze-
prowadzonych badan wynika réwniez, ze istotna rdznica aktyw-
nosci cytotoksycznej pomiedzy seleninem sodu i Selolem wynika
ze zdecydowanie réznej penetracji selenu z obu zwigzkéw. Przekta-
da sig to na ostra cytotoksycznosc seleninu sodu, w bardzo waskim
przedziale stezen oraz na obserwowana w diuzszym czasie tagodna
cytotoksycznos¢ Selolu, ktérego efektywnosé dziatania jest zwiaza-
na z powolnym uwalnianiem selenu z olejowej postaci tego zwiazku,
po whniknigciu do wnetrza komérki.

Biorac powyzsze spostrzezenia pod uwage nalezy stwierdzi¢,
Ze zastosowanie seleninu sodu w terapii jest ograniczone, z uwagi
na toksycznosc¢ tego zwiazku. Selol natomiast, wykazuje umiarko-
wane toksyczne dziatanie na komérki, dziata dtuzej i w szerszym
zakresie stezen, co prawdopodobnie wynika z bardziej ztozonego
mechanizmu oddziatywania na komérki i rokuje nadzieje na zasto-
sowanie go w terapii.

Stwierdzone réznice w cytotoksycznej aktywnosci seleninu
sodu i Selolu wymagaja potwierdzenia tych wynikéw z odpowiedzia
uzyskang dla wigkszej ilosci linii komérek nowotworowych i prawi-
diowych. Mozliwos¢ wykorzystania Selolu w terapii nowotworéw
jest w duzej mierze uzalezniona od udowodnienia jego selektywne-
go i toksycznego dziatania, ograniczonego do komoérek zmienionych
chorobowo. Badania w tym zakresie s3 w toku, a uzyskane wyniki
beda przedmiotem nastepnej publikacji.
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