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Wplyw trypsynowania oraz zmiany plynu hodowlanego
na przezycie hodowli tkankowych
zatrutych zwigzkami fosforoorganicznymi

Buuanue TPUIICMHMPOBAHUA M U3MEHEHMS KYJALTYDHON CpeAbl Ha BbIXXUBaHUE
TKAHEBLIX KYJBLTYD, OTPABICHHLIX (DOcHOPOOPTaHNYECKMMM COSIUHEHUAMMI

The Effect of Trypsination and the Exchange of Nutrition Medium on the Survival
of Tissue Cultures Intoxicated with Phosphoroorganic Compounds

Zwigzki fosforoorganiczne (ZFO) oraz produkty ich hydrolizy w $rodowisku
hodowlanym wywierajg cytotoksyczne dzialanie na hodowle tkankowe. Zwigzki
te w wiekszych stezeniach znacznie uszkadzajg hodowle, a dzialajac przez diuiszy
czas powodujg zniszczenie hodowli. Pewna ilo§¢ komoérek przezywa jednak zatrucie
nawet wysokimi dawkami ZFO (1, 2, 5). Postanowiono zbadaé, jaki wplyw wywiera
na zatrute hodowle trypsynowanie oraz zmiana ptynu odiywczego.

MATERIAL I METODY

Do§wiadczenie przeprowadzono na hodowlach nerki malpy (Cercopithecus ae-
thiops) oraz hodowlach HeLa. Hodowle nerki malpy prowadzono na szkietkach
w naczyniach Legroux i jako plyn utrzymujacy stosowano podloze Parkera z 2%
dodatkiem inaktywowanej surowicy cielecej. Hodowle HelLa — w naczyniach Leigh-
tona (szkietkowa hodowla) i jako plyn utrzymujacy stosowano podloze Parkera z 10%
dodatkiem inaktywowanej surowicy cielecej. Do§wiadczenie przeprowadzono w 4 se-
riach, lgcznie na 400 hodowlach, dodajac do plynu hodowlanego w 2 seriach dofwiad-
czenia 0,0-dwumetylo-2,2-tréjchloro-1-hydroksyetylo-fosfonian (foschlor), w 2 pozo-
stalych ester dwuizopropylowy kwasu fluorofosfonowego (DFP). Oba typy hodowli
podzielono na 4 grupy i zatozono po 100 hodowli w kaidej serii doSwiadczenia.
Grupa I (10 hodowli) — byla kontrolna. Grupa II (30 hodowli) — do ptynu hodo-
wlanego dodano DFP lub foschlor w dawce 30 pg/ml. Grupa III (30 hodowli) —
do plynu hodowlanego dodanc DFP lub foschlor w dawce 60 pg/ml. Grupa IV (30
hodowli) — do plynu hodowlanego dodano DFP lub foschlor w dawce 120 pg/mi.
We wszystkich grupach do§wiadczalnych 10 hodowli pozostawiano bez zmiany plynu
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Tab. 1. Cytotoksyczne dziatanie foschloru na hodowle HeLa
Cytotoxic effect on HeLa culture

Po 24 godz. Dni po zatruciu
Nr Foschlor , @ ?:9
hodowli pg/ml g2, »E 5 3 4 5 6 7 2
g8 ak ol
g2 2o
N &8
1—10 — — - O (e} (e} (o} + + +
11—20 30 - - O (o] + + + * w
21—30 30 + - O (0} (e} O + * *
31—40 30 + + O O O O * +
41—50 60 — - 0 + + W w w ZH X
51—60 60 + — (@] O (e} (¢} * + +
61—70 60 + + SW SwW o] O + *
71—80 120 - - w ZH
81—90 120 + — w w w w w ZH X
91—100 120 + + SW SwW SW SWwW w w X
Objasnienie znakéw: O — wzrost prawidlowy hodowli, SW — staby wzrost
hodowli, =+ — nieznaczne zmiany degeneracyjne, W — wyraZne zmiany degenera-

cyjne, ZH — zniszczenie hodowli, X — zyja tylko pojedyncze komérki lub poje-
dyncze grupy komorek.

hodowlanego, w 10 hodowlach po 24 godzinach dziatania ZFO zmieniono plyn ho-
dowlany, 10 pozostatych hodowli poddawano trypsynowaniu i przenoszono do nowego
$rodowiska hodowlanego.

Hodowle HeLa cbserwowano przez okres 7 dni, hodowle nerki malpy przez
10 dni. Co 24 godz. pobierano po jednym szkietku z hodowla z kazdej grupy, utrwa-
lano w 96% alkoholu etylowym i barwiono wg metody May Grunwalda—Giemsy.
Wyniki badan przedstawiono na tabelach 11 2.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Tab. 1 przedstawia zachowanie sie hodowli HeLa po zatruciu foschlo-
rem, tab. 2 — hodowle nerki malpy zatrutej DFP. Ze wzgledu na to, ze
zmiany cytotoksyczne zar6wno w hodowlach HeLa, jak réwniez w hodo-
wlach nerki malpy pod wplywem obu ZFO byly prawie identyczne, przed-
stawiono jedynie po jednej tabeli dla foschloru i dla DFP. Zmiany zwy-
rodnieniowe w hodowlach in vitro nalezg do obrazu ,,starzenia sie” hodo-
wli i zalezg przede wszystkim od szybkosci namnazania sie¢ komorek.
Zmiany te pojawiajg sie w 5 i 6 dniu w hodowlach HeLa oraz w 9 i 10 dniu
w hodowlach nerki malpy. DFP oraz foschlor w dawce 30 ug/ml powoduje
szybsze pojawienie sig oraz wigksze nasilenie tych zmian. Dawki wigksze,
t;. 60 ug/ml, wyraznie i szybko rozwijajag wystepujgce zmiany zwyrodnie-
niowe oraz czesSciowe zniszczenie hodowli. Dawka 120 pg/ml powoduje
calkowite zniszczenie hodowli juz w 2 dobie.

Hodowle po zatruciu dawka 30 ug/ml, ktére po 24 godzinach trypsy-
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Tab. 2. Cytotoksyczne dzialanie DFP na hodowle nerki matpy
Cytotoxic effect on monkey kidney culture

Po 24 godz Dni po zatruciu
2 s, & :
— ]
§ 2 g ‘éé ‘é;% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 §
-
ze A% 8B Hs )
1—10 — - — O O O (o) O O O (0] + =+
11—20 30 — - O O ) + t * + + * W
21—30 30 + - O (0] O O o} (o) (o} o + =%
31—40 30 -+ + O (e} (o} O O 0 o *= =
41—50 60 — — O + + w W w W W ZH X
51—60 60 + — O (e} (e} O O O O * + =t
61—170 60 -+ + SW Sw Sw O (0] O o + =
71—80 120 — - W ZH
81—90 120 + — w w w w w W ZH X
91—100 120 —+ + SW SwW SwW Sw W w W W W X

Objas$nienia znak6éw: patlrz tab. 1.

nowano lub w ktérych zmieniano plyn inkubacyjny, rozwijaly sie pra-
widlowo, podobnie jak hodowle kontrolne. Rowniez po zatruciu hodowli
dawkg 60 ug/ml trypsynowanie i zmiana plynu powodowaly znaczne
opdznienie wystgpienia zmian zwyrodnieniowych. Przy dawce 120 pug/ml
trypsynowanie oraz zmiana plynu odzywczego nie wywieraly wyrazniej-
szego dzialania ochronnego. Opéznialy jedynie wystepowanie catkowitego
zniszczenia hodowli oraz pozwalaly na przezycie nielicznych komorek,
ktoére nastepnie odzyskiwaty zdolno$¢ do dalszego namnazania sie.

ZFO w ptynie inkubacyjnym w warunkach hodowli ulegaja szybko
hydrolizie i po 24 godz. udaje sie wykazaé¢ jedynie ich obecnos¢ Sladowg
(3, 4, 6). Korzystny wplyw, jaki wywiera na hodowle zmiana plynu od-
zywczego oraz trypsynowanie, mozna tlumaczyé usunieciem produktow
rozpadu ZFO z medium hodowlanego oraz pobudzajacym dzialaniem
$wiezego plynu odzywczego na mnozenie sie komoérek. Wyniki doswiad-
czenia wskazujg zatem na cytotcksyczne dzialanie réwniez metabolitow
ZFO.

Wnioski

1. DFP oraz foschlor w dawkach 30 i 60 pg/m! po 24 godz. dzialania
powodujg uszkodzenie, a w dawce 120 ug/ml niszczg hodowle Hel.a oraz
hodowle nerki malpy.

2. Zmiana ptynu hodowlanego oraz trypsynowanie po 24 godz. dziala-
nia tych zwigzkow na hodowle w dawce 30 i 60 ug/ml przywraca zdolnos¢



348 Michat Gérski, Danuta Grzybek

do dalszego prawidlowego wzrostu hodowli, natomiast po zatruciu dawka
120 pg/ml umozliwia przezycie tylko pojedynczych komérek.

3. Stopien dzialania cytotoksycznego DFP oraz foschloru na hodowle
in vitro jest podobny, pomimo ze toksycznos¢ DFP jako inhibitora acety-
locholinesterazy jest w stosunku do foschloru ponad 100-krotnie wieksza
in vivo.
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Otrzymano 10 XII 1975.
PE3IOME

ITabnropanuchk NIMTOTOKCHMUECKME M3MeHeHMs, npoucxopauime B 360 KyJnsTypax
IieLa u B mouxke o6esnaiibl non Bnusiuem gercrsua ADII 1 gunrepexkca. 40 KyJabTyp
6GL1JIM OCTABJIEHBI B KaueCTBE XOHTPOJbHBIX.

ViamMeHeHME NUTATENILHON CpeAbl M TPUICUMHMPOBanue nocie 24 yacoB uMHKYyGanuu
¢ doctopoopranmMuecKUMMU COEAMHEHUAMU ODHMIKAaeT CTeNeHb NOBPEKACHMNA KyJb-
TypbI npu ao3ax 30 u 60 mMr/ma, Ho npu xo3e 120 Mr/MJ NepexuaAM OTPABJEHME TOJIbKO
HEKOTOPEIE KJETKM.

5Tu pe3yabTaThbl CBUAETENHLCTBYIOT O IIMTOTOKCUMYECKOM JEMCTBUM TaKXKe M Me-
TabosinToB (hochopoopranmuecKux CoenmtieHmsn.

Hecmorpsa na 100-kparuo 6Gonbllyio in vivo tokeutnocts JPII 110 cpaBuHeRuMKO
C AMIITEPEKCOM LUTOTOKCUMUECKOoe JiercTBue in vitro oboux coefuMHeHMT aHaJOTHHHO.

SUMMARY

Cytotoxic changes, as the effect of intoxication of DFP and dipterex, have been
observed in 360 HeLa cultures and in monkey kidney cultures. 40 cultures were
left as control.

The change of the culture medium and trypsination after 24 hrs incubation
with phosphoroorganic compounds diminished the degree of culture damage at doses
of 30 and 60 ug/ml, whereas at the 120 ug/ml dose only single cells survived.

These results prove that metabolites of phosphoroorganic compounds are also
cytotoxic. .

Despite a 100 times higher in vivo toxicity of DFP in comparison to dipterex,
the cytotoxic effects of both compounds in vitro are the same.



