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Badanie zmian w cigglej hodowli komérek GMK pod wplywem
Hydrocortisonum hemisuccinatum, propranololu i diazepamu

Examining of Changes in Continuous Breeding of GMK (Green Monkey Kidney) Cells Treated
with Hydrocortisonum hemisuccinatum, Propranolol and Diazepam

Hodowla komoérek ssakow w warunkach doswiadczalnych in vitro stanowi
obecnie podstawowg metode wielokierunkowych badan w naukach medycznych
i przyrodniczych, szczegdlnie w badaniu dziatlania lekow, w badaniach im-
munologicznych (9, 10, 14), genetycznych (12, 15) oraz w badaniu mechanizmu
powstawania nowotworow (1, 2, 7, 14).

Hodowle komdrek in vitro, a szczegdlnie hodowle komérek ludzkich
imatpich sa przydatne do badania wplywu zwiazkéw chemicznych, w tym lekéw,
na wzrost, morfologi¢ i niektore etapy przemiany materii. Cecha charaktery-
styczna takiego uktadu doswiadczalnego w poréwnaniu z organizmem zwierze-
cia doswiadczalnego jest to, ze eliminuje si¢ metabolizujace dziatanie poszczegél-
nych narzadéw organizmu: watroby, ptuc, migsni (3, 4, 7). Dzialanie zwiazku
chemicznego lub leku wplywa bezposrednio na kolejnos¢ przemian wewnatrz
komorki. Umozliwia to glgbsza analiz¢ oddziatywania leku na funkcje komorki.
Posrednio pozwala na wnioskowanie o dziataniu leku, a szczegdlnie jego wplywie
na wzrost i funkgje pojedynczej komorki. Metoda ta moze byé przydatna
w badaniu wlasciwosci lekow znanych i nowo syntetyzowanych (5, 6, 11, 13).

Opierajac si¢ na powyzszych zalozeniach, postanowiono badaé wplyw
Hydrocortisonum hemisuccinatum, propranololu i diazepamu na jednowarst-
wowa hodowle komérek stalej linii matpiej GMK (green monkey kidney).

MATERIAL BADAN

Do badan uzywano typowej hodowli komorek. Byla to linia stala (pasazowana) hodowli
pochodzacej z nerki malpy zielonej (Cercopithecus aethiops) nazywana linia GMK (green monkey
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kidney). Otrzymano ja z Wytworni Surowic i Szczepionek w Lublinie. Badano wplyw nizej
wymienionych lekdw na wzrost i morfologie komorek.

A. Hydrocortisonum hemisuccinatum. Hydrocortisone sodium succinate, so6l sodowa bursz-
tynianu hydrokortyzonu. Jako lek ma szerokie zastosowanie wielokierunkowe, gldwnie w chorobach
tkanki lacznej, we wstrzasach, napadach ci¢zkiej dychawicy oskrzelowej i innych.

B. Propranolol hydrochloride, Proprasylytum, chlorowodorek 1-izopropyloamino-3-(1-nafty-
loksy)-2-propranolu. Dziala on na receptory adrenergiczne f§ w migsniu sercowym. Efekty dziatania
sa wielokierunkowe.

C. Diazepam, pochodna benzodiazepiny, methylodiazepinon, 7-chloro-1,3-dihydro-1-metylo-
-5-fenylo-2H-1,4-benzodiazepin-2-on. Jest to lek uspokajajacy, przeciwlgkowy i przeciwdrgawkowy.

METODY BADAN

Ogolnie stosowane metody mozna podzieli¢ na:

a) metody hodowli komorek in vitro;

b) metody rozcieniczania badanych lekow;

¢) metody ogladania hodowli komorek  kontrolnych i doswiadczalnych w mikroskopach;

d) ustalenie cytotoksycznej dawki leku;

¢) metody podstawowego barwienia hodowli komdrek na szkietkach nakrywkowych (13);

f) metody specjalnych barwien komdrek na szkietkach nakrywkowych;

g) ogladanie zabarwionych preparatéw w mikroskopach;

h) fotografowanie zabarwionych preparatow;

i) analiza obrazéw komorek widocznych w mikroskopach i na fotografiach (4, 11).

Hodowle komoérek prowadzono zgodnie z klasycznymi przepisami, stosujac metody i plyny
dogodne do hodowli komérek GMK.

Leki rozcienczano w warunkach jalowych — od stgzen zawartych w amputkach, kolejno
o polowg, az do rozciericzen koricowych. Badane rozciericzenia koncowe w plynie odzywczym
dodawane do hodowli komorek wynosily:

Hydrocortisonum hemisuccinatum badano w nastgpujacych stezemiach: 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,62, 7,81 i 3,905 pg/ml. Dawka cytotoksyczna wynosita 500 pg/ml.

Propranolol badano w nastepujacych st¢zeniach: 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81
i 3,905 pg/mol. Dawka cytotoksyczna wynosita 500 pg/ml.

Diazepam badano w nastgpujacych stgzeniach: 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81, 3,905,
1,195, 0,976, 0,488, 0,244, 0,122, 0,061, 0,030, 0,015, 0,007, 0,003, 0,001 i 0,0009 p/ml. Dawka
cytotoksyczna wynosita 500 pg/mi.

Hodowle badanych komorek inkubowano przez 12, 24 i 36 godz. Cytotoksyczna dawke leku
ustalono po 12 godz. inkubacji, zwracajac uwage na zniszczenie warstwy komorkowej, komorki
martwe i brak wzrostu w okreslonym stezeniu leku.

Stala lini¢ komérek GMK utrzymywano w butelce ,,matce” metoda kolejnego pasazowania.
W butelkach tych komorki trypsynizowano, uzyskiwano zawiesing ok. 150 tys. komorek w 1 ml
i rozsiewano do probowek lub butelek ze szkietkami nakrywkowymi.

Gdy podczas inkubacji w probowkach komoérki pokrywaty 85190% powierzchni, wymieniano
plyn odzywczy na plyn zawierajacy okreslone stgzenie badanego leku.

Po odpowiednim czasie inkubowania (12, 24, 36 i 48 godz.) komodrki ogladano w mikroskopie
$wietlnym, oceniajac ich morfologie. Czg$¢ doswiadczenia, tj. komorki na szkietkach nakryw-
kowych, barwiono zmodyfikowana metoda Giemsy. Preparaty utrwalano, ogladano w mikroskopie
i fotografowano.

Barwienie zmodyfikowana metoda Giemsy:

1) wyjacé szkietka z hodowla komoérek z probowek lub z butli;
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2) przemyc PBS (zbuforowanym fizjologicznym roztworem soli);

3) wysuszy¢ na powietrzu,

4) utrwali¢ metanolem ok. 20 min.;

5) przemy¢ woda destylowana;

6) wysuszy¢ na powietrzu;

7) barwi¢ barwnikiem Giemsy ok. 1 godz. (przygotowanie barwnika: na 10 ml wody de-
stylowanej dodaé 50 kropli przesaczonego barwnika);

8) przemyé woda z kranu;

9) wysuszy¢ na powietrzu, przyklei¢ szkietko balsamem kanadyjskim do szkietka pod-
stawowego i ogladac¢ pod mikroskopem.

WYNIKI BADAN

Hydrocortisonum hemisuccinatum

W pierwszej grupie doswiadczen ustalono dawke cytotoksyczna Hydrocor-
tisonum hemisuccinatum dla jednowarstwowej ciaglej hodowli komodrek nerki
matpy na podstawie mikroskopowej oceny morfologii i wzrostu komoérek pod
wplywem réznych stezen leku w ptynie odzywczym. Zmiany poréwnywano
z kontroing hodowla komdrek (ryc. 1).

Ustalono dawke cytotoksyczna Hydrocortisonum hemisuccinatum w porow-
naniu z hodowla kontrolng. Dawka ta wynosita 62,5 pug/ml.

W drugiej grupie doswiadczen badano wplyw Hydrocortisonum hemisuc-
cinatum na zmiany wewnatrzkomorkowe, stosujac specjalng hodowlg na
szkietkach nakrywkowych. Wykonano to nastgpujaco:

Do 4-dniowej hodowli komdrek dodano kolejne rozciericzenia leku i inkubowano w cieplarce
w temp. 37°C. Szkietka wyjmowano po uplywie okreslonego czasu, tj. 12, 24, 36 1 48 godz. Utrwa-
lano metanolem i barwiono wedlug zmodyfikowanej metody Giemsy. Przyklejono szkietka
balsamem kanadyjskim do szkielka podstawowego. Nastepnie ogladano je pod mikroskopem.
Zaobserwowane zmiany poréwnano z odpowiednimi preparatami kontrolnymi.

Patologiczne zmiany w warstwie komoérek widoczne byly juz po 12 godz.
inkubacji. Tam, gdzie zastosowano najwigksze st¢zenia leku, zahamowany
zostal wzrost i podzial komorek. Widoczne byly zmiany dotyczace ulozenia
komorek, ksztaltu, a takze zmiany fizjologiczne i morfologiczne w cytoplazmie.
Wyst¢powaly one w czasie 12, 24, 36 i 48 godz. Byly to, zmiany obrysu jadra,
obserwowano rozpad jadra, powstanie wakuoli, odkurczenie i lekkie poszar-
panie cytoplazmy a takze rozpad komorek (ryc. 2).

Propranolol

Ustalono dawke cytotoksyczna propranololu dla jednowarstwowej ciaglej
hodowli komorek nerki malpy na podstawie mikroskopowej oceny morfologii
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i wzrostu komdrek. W wyniku obserwacji w mikroskopie ustalono dawke
cytotoksyczna rowna 62,5 pg/ml.

W drugiej grupie doswiaczen metodologicznie postgpowano tak jak w bada-
niu Hydrocortisonum hemisuccinatum.

Diazepam

W pierwszej grupie doswiadczen ustalono dawkg cytotoksyczna diazepamu
dla jednowarstwowej ciaglej hodowli komodrek nerki malpy na podstawie
mikroskopowej oceny morfologii i wzrostu komoérek. W wyniku obserwacji
w mikroskopie ustalono dawke cytotoksyczng réwna 3,905 pg/ml.

Przeglad hodowli pod mikroskopem wykazal, ze po wszystkich uzytych ste-
zeniach widoczne byly patologiczne zmiany w warstwie komoérek, wzrost komorek
i podzialy byly zahamowane po 12 godz. we wszystkich probdwkach. Zmiany
dotyczyly ulozenia komorek, ich ksztaltu, zmian w cytoplazmie. Po wszystkich
st¢zeniach leku obserwowano zmiang obrysu jadra, rozpad jadra, powstanie
wakuoli, odkurczenie i lekkie poszarpanie cytoplazmy oraz rozpad komorek.

Druga grupa doswiadczen polegala na okresleniu wplywu diazepamu na
zmiany wewnatrzkomorkowe przy zastosowaniu specjalnej hodowli ze szkiel-
kami nakrywkowymi. Zaleta tej metody jest to, ze komorki przyczepiaja sig,
rozmnazaja zarowno na szkietkach probdwki, jak i na szkietku, ktére mozna
wyja¢ w dowolnym czasie, utrwali¢, wybarwié i przygotowacé preparat. Komorki
uzywane do doswiadczenia powinny tworzy¢ jednolita, rownomierna warstwe,
tzn. monolayer.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Hydrocortisonum hemisuccinatum

Ustalono, ze Hydrocortisonum hemisuccinatum w stgzeniu wyzszym od
62,5 pg/ml po 12 godz. wykazywal dzialanie cytotoksyczne. W najwickszej
mierze dotyczylo to cytoplazmy, nastepnie jadra i blony komérkowej. Zmiany
degeneracyjne poglebialy si¢ w miar¢ uplywu czasu wprost proporcjonalnie do
stezenia leku.

Obserwowano zmiany w cytoplazmie. Byla ona porozrywana, nitkowata,
siateczkowata, koronkowa i porozciagana. Pojawily si¢ wakuole. Jadra byly
nieregularne, z ziarnistosciami, odkurczone, z wakuolami, bardziej wybarwio-
ne niz w kontroli.

Propranolol

W pierwszej grupie doswiadczen ustalono, iz dawki wyzsze niz 62,5 pg/ml po
12 godz. dziataly cytotoksycznie. W najwi¢kszej mierze dotyczylo to cytoplazmy,
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nast¢pnie jadra i blony komérkowej. Zmiany degeneracyjne poglebialy sie
w miar¢ uplywu czasu wprost proporcjonalnie do stezenia leku.

Wplyw propranololu na komérki nerki matpy byl znaczny, szczegdlnie duze
zmiany zauwazono w cytoplazmie. Duze zmiany degeneracyjne wystepowaly
przy wigkszych stgzeniach leku. Teoretyczne przeliczenia wykazaly, ze lek
podawany wedtug zalecen nie powinien dziala¢ szkodliwie na komorki organiz-
mu ssaka (ryc. 3).

Diazepam

Obserwacje wykazaly, ze pierwsze objawy patologiczne, zaburzenia ciaglosci
warstwy komdrkowej pojawily si¢ po 12 godz. przy stezeniu 3,905 pg/ml.

Po zastosowaniu stezenia 3,905 pg/ml po 24 i 36 godz. obserwowano
odkurczenie si¢ cytoplazmy i pojedyncze komorki atypowe. Po 48 godz. przy
opisywanym stezeniu zmiany byly juz bardzo wyrazne i dotyczyly przewazajacej
wiekszosci komoérek.

Przy wyzszych stgzeniach zmiany si¢ nasilaly, w jadrze pojawialy sig
ziarnisto$ci i wtrgty. Mozna przypuszczac, ze lek moze dziata¢ szkodliwie na
komdrkiorganizmu ssaka. Z przeprowadzonych badan i teoretycznych wyliczen
wynika, ze istnieje koniecznos¢ podawania tego leku w niskich dawkach (ryc. 4).

Wnioski

Przeprowadzone badania nad toksycznoscia trzech lekow: Hydrocortisonum
hemisuccinatum, propranololu i diazepamu wykazaly, ze:

1. Hydrocortisonum hemisuccinatum mial dzialanie toksyczne w dawce
62,5 pg/ml po 12 godz. od podania do hodowli komodrek. Dawka ta posrednio
§wiadczy, ze lek jest bezpieczny i nie powinien dziataé¢ szkodliwie na komérki
organizmu ssaka.

2. Propranolol mial dzialanie toksyczne w dawce 62,5 pg/ml po 12 godz.
od podania do hodowli komoérek. Tak wysoka dawka posrednio §wiadczy, ze lek
ten nie powinien dzialaé szkodliwie na komdrki organizmu ssaka.

3. Diazepam miat- dzialanie toksyczne w dawce 3,905 pg/ml po 12 godz.
od podania do hodowli komérek. Tak niska dawka posrednio §wiadczy, ze lek
ten powinien by¢ podawany w niskich dawkach, by nie dzialal szkodliwie na
komorki organizmu ssaka.

4. Podczas badania dzialania wyzej wymienionych trzech lekow zauwazono,
ze efekt cytotoksyczny rozpoczynal sie w cytoplazmie wytwarzaniem wodniczek
i niszczeniem cytoplazmy, natomiast jadra komoérek ulegaly zmianom mor-
fologicznym w pOzniejszym czasie doswiadczenia.

5. Hodowla komoérek ssakow w warunkach doswiadczalnych in vitro
stanowi obecnie podstawowa metode wielokierunkowych badan w naukach
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medycznych 1 przyrodniczych, szczegdlnie w badaniu wirusow, w badaniach
dziatania lekow, w badaniach immunologicznych i genetycznych oraz w badaniu
mechanizmow powstawania nowotworow.
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SUMMARY

Changes in continuous breeding of GMK (green monkey kidney) cells treated with three

selected medicines have been examined. There have been established cytotoxic doses of particular
medicines. The changes in the morphological cells structures treated by the medicine have been
described and photographed. Breeding of GMK cells in vitro has been assessed as useful in the
examination of drugs toxicity upon human organism.









