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Majac za sobg wszytkie czynnosci przygotowawecze,
mozna przystapi¢ teraz do wlasciwego procesu chro-
matografii jonowymiennej biopolimeré6w. Metodyce
tego procesu poswiecona zostanie cz. II artykulu.
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Morfologiczne i cytochemiczne obserwacje komérek linii

IB-RS-2 namnozonych metodami stacjonarng i rotacyjng
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Uzyskana przez Marie Pereria de Castro (2)
w Instytucie Biologicznym w Sao Paulo usta-
lona linia komérek nerki $wini, nazwana zgod-
nie z zasadami terminologii hodowli tkanek (4)
linig IB-RS-2, wykazuje wielkg przydatnosé do
izolacji i seryjnego namnazania wielu wiruséw.
Jest ona doé¢ powszechnie stosowana w wiru-
sologicznych pracowniach w wielu krajach i w
Polsce do wykonywania roéznych rutynowych
badan wirusologicznych. Duza wzrostowa ak-
tywnosc¢ linii IB-RS-2 oraz wzglednie proste i
niedrogie podloze wzrostowe stosowane do jej
namnazania wydaja sie przynajmniej teore-
tycznie wskazywaé na przydatnosé tej linii do
produkecyjnego namnazania wirusa i wykony-
wania badan kontrolnych w produkceji réznych
wirusowych szczepionek.

Celem pracy byla poréwnawcza obserwacja
morfologicznych i cytochemicznych wlasciwos$-
ci komoérek posiadanej linii IB-RS-2, namnozo-
nych metodami stacjonarng i rotacyjng. Bada-
nia te byly powiazane z obserwacja dynamiki
namnazania komorek linii IB-RS-2 po wyjeciu
z banku komoérek oraz z oceng przydatnoscei
butelek do plazmy w rotacyjnej metodzie na-
mnazania komoérek, co stanowi tresé¢ oddzielne]
publikacji (7).

Material i metody

Hodowle komérek linii IB-RS-2. Z banku komoérek
przechowywanych w cieklym azocie wyjmowano am-
pulki zawierajgce zamrozong zawiesinie komoérek linii
IB-RS-2 i po wlasciwym odmrozeniu (8) komoérki na-
mnazano w temperaturze 37°C, stacjonarnie w bu-
telkach Legroux lub butelkach Roux 1000 ml. Noto-
wano wyniki mikroskopowych obserwacji dotycza-
cych ogélnej morfologii komérek i szybko$ci rozwoju
jednowarstwowe] hodowli. Po 4—5 przeszczepieniach
hodowli, wykonanych w stosunku 1:2, uzyskiwano
w subkulturach pule potomnych komoérek wystarcza-
jaca do zalozenia poréownywalnych hodowli i prze-
prowadzenia zasadniczych obserwacji. Zawiesine
o gestosci ok. 3X105 komoérek/ml w pilynie namna-
zajagcym o skladzie: podloze Eagle’a 1959 (MEM) 90%,
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surowica cieleca 10%, antybiolyki (penicylina i stre-
ptomycyna) po 100 jm/m!l, sporzadzano metodg ruty-
nowg i rozdzielano po 100 ml do: butelek Roux
1600 ml — hodowle stacjonarne (I), butelek do pla-
zmy 500 ml — hodowle rotacyjne zwykle (II) 1 bu-
telek do plazmy 250 ml, $ci$le wypelnionych szkla-
nymi peretkami — hodowle rotacyjne o zwiegkszone]
powierzchni (III). Komérki w butelkach Roux inku-
bowano w cieplarce CWE-2, a w butelkach do plazmy
w aparacie ,,Virutor” zaopatrzonym w specjalne uch-
wyty (7).

Lamelkowe preparaty. W celu uzyskania prepara-
tow do badan morfologicznych 1 cytochemicznych,
przed dodaniem zawiesiny komoérek do naczyn ho-
dowlanych, na ich wewnetrznej powierzchni przy-
czepiano kropelkami twardej parafiny od 3 do 6
szkielek przykrywkowych, dajgecych sie poOZniej latwo
wyjaé w okreSlonym czasie. Bezposrednio po wyje-
ciu z plynu wzrostowego plukano je w buforowa-
nym roztworze fizjologicznym (PBS) i dalsze poste-
powanie uzalezniano od przewidywanej metody ba-
dania.

Obserwacje morfologiczne i cytochemiczne. Prepa-
raty utrwalano w roztworach odpowiednich dla da-
nej metody badania: w 4% buforowanej formalinie
do barwienia metodg przegladowa hematoksyling —
eozyna, w pilynie Carnoy’a do barwienia oranzem
akrydynowym na zawartoéé kwasdbw nukleinowych
metoda wg Bertalanffy’ego (1) oraz w plynie Bakera
dla badania aktywnosci kwasnej fosfatazy metodg weg
Gomori’ego (5). Hodowle nie utrwalone poddawano
badaniu aktywnosci dehydrogenazy kwasu burszty-
nowego metoda wg Nachlasa (10), W preparatach
barwionych hematoksyling — eozyna oceniano gestosé
poktadu komoérek i morfologie komérek, okreslano
indeks mitotyczny (liczba mitoz na 1000 komorek,
ustalana jako Srednia arytmetyczna z 3 pomiardw,
wykonywanych dla kazdej do$wiadczonej grupy od-
dzielnie) oraz wielkoé§é jader komérkowych. Pomiar
wielkosci jader wykonywano aparatem Mop AM 03
firmy Kontrom, bezposrednio z filmu negatywowej
btony fotograficznej, uzyskanego w mikroskopie
NU-2 Zeissa. Wyniki pomiaréw jader opracowano
statystycznie testem t Studenta, przy poziomie istot-
nosci 0,05 oraz 0,01. Obliczenia wykonano na mini-
komputerze PDP 11/34¢ Digital Equipment Co. Za-
warto$é kwasu rybonukleinowego oceniano w prepa-
ratach barwionych oranzem akrydynowym na podsta-
wie intensywnodci fluorescencji w promieniach ulira-
fioletowych, emitowanych lampg HBO 200, w mikro-
skopie NU-2 Zeissa. Ocene aktywnos$ci badanych en-
zyméw przeprowadzano na podstawie obserwacji
ziarnistego stratu, powstajacego w komdrkach jako
produkt reakeji.
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Wyniki i omdwienie

Wykonano 5 serii do$wiadczen obejmuja-
cych kazdorazowo 3 komplety poréwnywa-
nych hodowli (I, II, III) komérek IB-RS-2. W
bezposrednim badaniu mikroskopowym oraz w
preparatach przegladowych stwierdzono, ze ho-
dowle komorek roznig sie gestoScia w poszcze-
golnych sposobach hodowli i wynikajacym
stad ksztaltem komdrek, lgczacych sie cyto-
plazmatycznymi wypustkami. W stacjonarnej
hodowli w butelkach Roux (I) i w rotacyjnej
hodowli w butelkach do plazmy 500 ml (II) ko-
morki rosly obficiej, Scislej przylegaly do sie-
bie, niekiedy wystepowaly wérod nich poje-
dyncze komoérki wielojagdrzaste. W cytoplazmie
niektorych komoérek wystepowaly drobne wod-
niczki. W rotacyjnej hodowli w naczyniach
250 ml wypelnionych szklanymi perelkami
(III), wzrost komérek byl znacznie mniej obfi-
ty. Z reguly komorki tworzyly grupy lub wy-
sepki ze znacznym wystepowaniem cytorlaz-
matycznych wypustek. Roznice w gestosci ho-
dowli komoérek uzyskiwanych w poszczegdol-
nych sposobach hodowli znajdowaly potwier-
dzenie w wartosciach indeksu mitotycznego,
tab. 1.

Tab. 1. Warte$¢ indeksu mitotycznego, chi-kwadrat
i ocena istotnosci réznicy Srednich z pomiaréow jader
komorek linii IB-RS-2, namnazanych metoda stacjo-
narna (I}, rotacyjng (II) i rotacyjng w butelkach do
plazmy wypelnionych szklanymi pereltkami (III)

Wartos¢ Wartosé
Sposéb indeksu h._(k,O Istotnodd
hodowli | mitotycz- | SPI7EWa- stonosc
drat
nego

I 50 2,692 I—IT T=1,787
I 41 0,078 I—IIT T=0,524
111 31 0,144 II—IIT T=0,163

Nie stwierdzono réznic wielkosci jader ko-
morkowych. Normalnosé¢ rozkladu wynikow w
obrebie trzech stosowanych sposobéw hodowli
badano przy pomocy testu chi-kwadrat. Uzy-
skano zgodno$é wynikdéw z teoretycznym roz-
kiadem normalnym. Do badania istotnoéci roz-
nic pomiedzy parami grup zastosowano test t
Studenta dla zmiennych niezaleznych. Wartosé
chi-kwadrat oraz istotno$é roznicy $rednich
pomiaréw jader w poszczegélnych grupach do-
$wiadczalnych podano w tab. 2. Uzyskane wy-
niki wskazujg na brak znamiennych réznic po-
miedzy S$rednimi wartosciami wielkodci jader
komoérkowych w badanych grupach (I, II, III),
zarOwno przy poziomie jstotnosci 0,05 jak i
przy 0,01.

Badania cytochemiczne .nie wykazywaly
wigkszych roznic we wlasciwosciach komorek
uzyskiwanych w poszczegolnych sposobach ho-
dowli. Zawartos¢ RNA przedstawiala sie w
znaczne] liczbie komérek jednakowo. W pre-

Ryc. 1. Aktywno$é enzymow i zawartos¢ kwasu rybo-
nukleinowego w komérkach linii IB-RS-2. Pow. mi-
kroskopowe ok. 125X. A — dehydrogenaza kwasu
bursztynowego w komorkach hodowli stacjonarnej (I),
B — kwasdna fosfataza w komoérkach hodowli rota-
cyjnej (II), C — zasadowa fosfataza w komérkach
hodowli rotacyjnej ze szklanymi peretkami (III), D —
kwas rybonukleinowy w komoérkach hodowli stacjo-
narnej (I)

paratach ofrzymanych z roznych sposobow
namnazania tylko nieznaczna liczba komorek
(bardziej wydiuzone) wykazywaly wieksza za-
warto$¢ RNA. W komérkach uzyskiwanych w
preparatach z poszezegdlnych sposobéw ho-
dowli nie obserwowano roznic w aktywnosci
kwasnej fosfatazy, zasadowej fosfatazy i de-
hydrogenazy kwasu bursztynowego. Wyniki
badania aktywnosdci enzyméw oraz zawartosci
RNA podano w tab. 3.

Ustalone linie komoérek pasazowane seryjnie
in vitro moga ulegaé¢ morfologicznej transfor-
macji, w nastepstwie genetycznej zmiennosci,
powodowanej zmianami w chromosomach lub
punktowa mutacja. Zmiany takie byly opisy-
Tab. 2. Wyniki badania aktywnos$ci enzyméwaoraz
rawartosci RNA w komoérkach linii IB-RS-2 namno-
zonych metoda stacjonarng (I), rotacyjng (II) i rota-
cyjnag w butelkach do plazmy wypelnionych szklany-

mi peretkami (III)

| i . Zawar-

| Aktywnos¢ enzymow todé

SDOSOb. Seria RNA
hodowli | : W cyto-
¥R EZ | SDhH | plaimie

.| | F + | ++

D, | nb + nb -+t

1 | Dy | - + et +
| Do | |+ |

D, | +++ - nb ++

D, | ++| + ++ | ++

' D. | 44|+ nb ++
11 D, + + nb 44
D, | ++ | + |+ | +H+
D, + | b || 4+
| |+ |+ ++ |+
| D. 44 nb ub -+
111 D, - + +++ +4
| D, 4+ -+ T ]

D | 44+ | + + | 4+
_(-,)_l;ia,s"‘lliuma: FK — fosfataza kwasna; FZ — {fosfatuza zasa-
dowa; SDH — dehydrogenazg kwasu bursztynowego; + —
slaba aktywnosé¢; - — umiarkowana aktywnosé; +++ —
znaczna aktywnosé; nb — nic badano.
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wane takze w ustalonych liniach komérek ner-
ki $wini, np. dosé czesto wystepowaly w ko-
mérkach linii PK (9). Zjawiska klonalnej
zmiennosci, odnoszace sie do morfologii komo-
rek, ich kariotypu i wrazliwosci na okreslony
wirus byly opisywane w komoérkach linii IB-
RS-2 (3). W opisywanych przez nas sposobach
namnazania komorek linii IB-RS-2 nie obser-
wowano przejawow genetycznej zmiennosci.

Wnioski

1. Na podstawie przeprowadzonych obser-
wacji morfologicznych i cytochemicznych wy-
daje sie, ze zastosowany w badaniach sposob
namnazania komoérek w niewielkiej liczbie pa-
sazy po wyjeciu z banku komorek, nie powo-
duje pojawiania sie genetycznej zmiennosci
komoérek linii IB-RS-2 w stacjonarnych i ro-
tacyjnych hodowlach.

2. Obserwowane ro6znice gestosci hodowli
komorek, potwierdzone réznicami wartosci in-
deksu mitotycznego, przy réwnoczesnym bra-
ku réznic cytochemicznych w komoérkach na-
mnazanych rotacyjnie i stacjonarnie, wydaja sie
wskazywaé, ze zmiana wielkoSci wewnetrznej
powierzchni uzytkowej (uzycie szklanych pe-
relek) i zastosowanie odmiennych warunkow
inkubacji (rotacja), wymaga dostosowania i
innych parametrow prowadzenia i pielegnacji
hodowli komérek.
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Mamnuguii K., Mamuugasa 3., Katkesuu M. — Mop-
droornueckme ¥ nUTOXMMHYECKHe HalnoaeHMs Kie-
ToK JAvHuyu IB-RS-2, HAMHOXKeHHEIX CTANUOHAPHBIM M
DPOTANMOHIBIM MEeTOJAMM.

CpaBuMpanan HOPMBI KJETOK, BEJM'IMHY Azep, 3Ha-
yeHmne MUTOTUUECKOTO WHAEKCA, AaKTUBHOCTB KUCIOH
u mienounoli docdaras, a TakKe AIMAPOTeHA3bl AH-
TApHO KMCJIOTHI ¥ cojepkanue RNA 06 nuTommasMme
KJeTOK, HaMHOMKEHHBIX CTal}XOHAPHO M POTAUMOHHO B
45 maccayke IOCJHe MIBLATUA JAMHMM M3 Oanka Kie-
TOK, 3aJI0JKEHHOT0 B MuaxoMm asore. HaGmonaembre
pasHMIBl Kacanmuch riasHbiM 06pasoM opMbI ¥ HMC-
JeHHOCTHY KJETOK B ONIIOCHONiION KYJIbTYyDEe M 3Ha4de-
UMA MUTOTMYECKOTO uHAeKkca. Jpyrue wucciuenyeMble
CBOJCTBA KJIIETOK He IOKAa3bIBalM CYLIeCTBeHHBIX Da3-
JUUUHA.

Malicki K., Malicka E. Katkiewicz M. — Morpholo-
gical and cytochemical observations on IB-RS-2 cells
cultivated by rotatory and stationary methods.

The 4-th or 5-th passage of cell lines taken from
the cell bank in liquid nitrogen, cultivated in statio-
nary and rotatory methods, were compared with
regard to the cell shape, nuclei size, mitotic index,
cytoplasmic RNA, the activity of acid and alkaline
phosphatase and cuccinic acid dehydrogenase. The
differences noted concerned mainly the number and
cell shape, mitotic index in cells cultivated in mo-
nolayer. The other parameters studied remained
unchanged.

TIONG S. K, SING K. Y.: Izolacja i identyfikacja
mykoplazm z pluc §wih w Singapurze, (Isolation and
identification of mycoplasmas from pig lungs in Sin-
gapore), Vet, Rec. 108, 75—T7, 1981 (4).

Do izolacji mykoplazm z 656 prébek pluc (196 proé-
bek pochodzilo z pluc chorych swin z silnie zaznaczo-
nymi zmianami w plucach, 230 pochodzilo z pluc zmie-
nionych i niezmienionych pochodzacych od $win pod-
danych ubojowi) stosowano zmodyfikowane podlioze
Frus i wsp. Wyizolowane szczepy identyfikowano w
oparciu o odczyn DGI § AGD. Mykoplazmy lub Acho-
leplazmy wyizolowano ze 102 prébek, w tym w 51
przypadkach z pluc chorych §win ze zmianami zapal-
nymi, w 34 przypadkach z pluc $§win z objawami sub-
klinicznymi. DwadzieScia siedem szczepéw zidentyfi-
kowano jako M. suipneumoniae, 14 jko M. hyorhinis,
35ﬂjako Acholeplasma granularum i 4 jako A. laidla-
wii. Wykazano przy tym na wystepowanie $cislego po-
krewienistwa antygenowego miedzy M. suipneumoniae
i A. granularum.

G.
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KONO Y., HATAKEYAMA H., ISHIKAWA H, SEN-
TSUI H.: Miane przeciwcial u kréw klinicznie i sub-
klinicznie zakazonyech wirusem bialaczki bydia. (An-
tibody titres in cattle clinically and subclinically in-
fected, with bovine leukemia virus). Vet. Microbiol.
6, 167—170, 1981 (2)

W odczynie immunodyfuzji okre$lono miana prze-
ciwcial dla antygenu biatkowego (p) i glikoproteino-
wego (gp) wirusa bialaczki bydla w dwdch grupach
krow. U zwierzat z grupy pierwszej wystepowaty kli-
niczne objawy enzootycznej bialaczki, za§ w grupie
drugiej bialaczka miala przebieg subkliniczny. U 99
(89,2%) z 111 kréw z biataczky o klinicznym przebiegu
wystepowaly przeciwciala dla antygentu p i gp, u
9 (8,1%) przeciwciala wylgcznie dla antygenu gp, za$
u 3 (2,7%) krow nie stwierdzono obecnosci przeciw-
cial. Natomiast sposrdd 165 krow z biataczka o prze-
biegu subklinicznym 111 kréw (67,3%) posiadalo prze-
ciweiala wylacznie dla antygenu p. Srednie miano
przeciwcial dla obydwu antygentéw byto statystycz-
nie znamiennie wyzsze u kréw z hialaczkg o prze-
biegu klinicznym.
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