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Uvod

Moznost kultivace viru I. O. vepfi na tkanovych kulturich byla uvedena
poprvé L a r s ki m na kulturdch Maitlandova typu (1) a brzy potom néasledovala
fada sdéleni, zabyvajicich se moznosti kultivace tohoto viru na tkanovych kultu-
rach jednovrstevného epithelu vepfovych ledvin a produkci specitického cytopatho-
genniho efektu (2-5) i studiem vlastnosti viru na daném tkanovém substratu

(6-9).

Tato prace se zabyva studiera morfologické reakce bunék stabilni linie epi-
thelu vepfovych ledvin, infikovanych virem I. O. vepfi a porovnanim ¢asnych
morfologickych zmén pozorovanych fazovym kontrastem s intracelluldrni produkeci
viru, sledovanou metodou fluorescen¢nich protilatek.

Material a metody

Virus: V pokusech bylo uZito viru I. O. vepid kmen Praha z 12. tkanoevé
pasaZe. Virus pred pasazovanim na tkanovych kulturach proSel vice nez 100 i. c.
pasazemi na veprich.

Tkafiové kultury: Bylo pouZito stabilni linie epithelu veprovych led-
vinnjch bunék kmen PK v rozmezi 50 —75 pasaze. Buiiky byly ziskany pri pfile-
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7itosti Stockholmského kongresu r. 1958 ve 22, pasazi. Kultura byla udrzovana
subkultivaci trypsinizaéni procedurou v kultivacnim mediu sloZeném z 0,5% lak-
talbuminhydrolyzatu v Earlové naraznikovém roztoku a 10 % teleciho séra (10).
Pro studium zmén pozorovanych fadzovym kontrastem a fuorescen¢nim mikrosko-
pem byly pfipravovany kultury na krycich sklickdch pro Buerkerovy komirky
v Petriho miskich o praméru 6 cm. Bunééni suspenze byla pipetovana v mnozstvi
5 ml s celkovym poétem 500.000 Zivych elementdi na jednu Petriho misku. Pro
fluorescenéni mikroskopii byly uzivany sklickové kultury s kontluentnim rustem,
pro sledovani zmén ve fazovém kontrastu kultury s ostravkoviiym rustem bunek
pro lepsi prehlednost zorného pole.

Infekce kultur: Infekce kultur byla provadéna po proplachnuti Hank-
sovym naraznikovym roztokem p¥islunym poctem tkanovych infekénich déavek
viru (TCIDso) a kultivaéni medium bylo zaménéno za udriovaci, které se skla-
dalo z 0,5% laktalbuminhydrolyzatu v Earlové naraznikovém roztoku a 2% tele-
ctho séra. pH kultur bylo zastaveno na hodnotu 7,6.

Titrace viru byla providéna na zkumavkovych kulturich PK bunék
za uziti 5 zkumavek na jedno fedéni viru.

Titry byly kalkuloviny metodou podle Reeda a Mueéenche.

Preparaty barvené Giemsovym barvivem byly fixoviny 2 hod. forma-
linem fedénym 1 : 10 fosfatfyziologickym néraznikovym roztokem. Barvivo na.e-
déné v poméru 1: 20 bylo po proplachnuti kultur vodou ponechano v kentaktu
s tkani po dobu 1,5 hod. Po oplachnuti v alkoholu byly preparaty montovany a
zhotovena fotogratickd dokumentace.

Fizovy kontrast: Kultury na sklickach s kapkou udrzovaciho media
obsahujiciho virus v mnozstvi 2 X 10° TCIDso byly pfeneseny na podloZni sklo
s konkavni jamkou a okraje byly zalepeny parafinem. Bylo uZito fazového kon-
trastu fy Meopta. -

Snimky byly pofizoviany za uZiti mikroskopu s vmontovanou kamerou
fy Rathenow na film Isopan FF.

Fluorescenéni mikroskopie: V podstaté bylo pouZito metodiky
popsané Coonsem a spol. (11), Poetschkem a spol. (12) a Muss-
gayem (9). Gamma-globulin pfipraveny frakcionaci rinavoiem (13) ze séra ne-
imunntho a hyperimunniho (neutralizaéni titr 1:512) byl znackovan dansyl-
chloridem stejné jako gamma-globulin ziskany ze séra berana imunizovaného hyper-
imunnim vepiovym gamma globulinem. 5% roztok bi.koviny ve tos.attyziologickém
narazn'kovém roztoku o pH 7,4 byl vytfepan praSkem pripravenym z acetonem
delipidovanjch vepiovych ledvin k odstranéni nespecitické iluorescence. Prasek byl
od bilkoviny oddélen centrifugaci s naslednou filtraci supernatantu. Po trojnasob-
ném oplachnuti kultur ve fosfatfyziologickém roztoku a dvacetivtefinové fixaci
v absolutnim alkoholu o teploté —50° C byl preparat-pievrstven roztokem znac-
kované bilkoviny, ktera byla ponech4dna na prepardtu 1 hod. pfi pokojové teploté.
Po skonéeni ,barveni®, po kterouzto dobu byly preparaty uzavieny v misce, aby se
zabranilo nadmérnému vysychani, trojndsobném oplachnuti fostatfyziologickym
roztokem a rychlém usuSeni, byl na preparat pfidan glycerin fedény 1 : 10 ve fos-
fatfyziologickém roztoku a prekryt krycim sklickem, které bylo na okrajich uzavreno
parafinovym rameckem. Preparaty byly prohlizeny a fotogralovany fluorescen-
énim mikroskopem fy Zeiss za uziti obloukové lampy jako svételného zdroje a tiltru
propoustéjiciho UV svétlo. | | i
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Mikroskopicky rozvoj cytopatogennich zmén vyvolanveh virem 1. O. na PK bun-
kach. (Giemsa, primarni zvétSeni 50 X)

2. Protahovani a shlukovani bu-
nék.




3. Retrakce bunék s volnym pro-
storem uprostred — ,nativni
plague®.

4, Sifovita struktura, konecny
rozpad,




Morfologické zmény, vyvolané virem 1. O. na PK bunkach, sledované ve fazovém
Kontrastu pri zvetSeni 120 X.

5. Bezprostredne po infekei.

6. 7 hodin po infekeci.

7. 13 hodin po infekeci.




8. 16 hodin po infekci.

9. 18 hodin po infekei.

10. 19 hodin po infekei.
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13. 6 hodin od infekce.

14. Kontrolni kultura bez viru.




Vysledky

Stabilni bunééna linie ma zretelny epithelialni charakter a po dobu 1,5 rcku
si v naSich laboratornich podminkach po vice nez 40ti pasazich udrzela konstantni
vilastnosii (obr. 1).

Kultury PK bunék reaguji na pomnozeni viru I. O. vepii cytopatogennim
efektem (v dalsim CPE), ktery je na koniluentnich kulturach pfi nami uzivaném
zpasobu kultivace typicky a svym charakterem ponékud vyjimecny.

Pocateéni zmény jsou charakterizovany okrouhlymi buitkami vétsi denzity ve
srovnani s ckolim a jsou velmi zfetelné (obr. 2). V dal$im pribéhu a rozvo;i CPE
kolem loziska ptvodniho infektu se formuji tmavsi protdhlé bunky; dochazi po-
stupné k retrakci smérem k okrajovym partiim loziska poSkozen? tkdné a vznixka
obraz, ktery upoming plak (obr. 3). Koneény vzhled ku.tury mé pak, a to hlavné
tam, kde degenerativni zmény probihaly pomalu pro malé mnozstvi inckulovaného
viru, sjtovity charakter (obr. 4).

U kultur infikovanych vét§imi virovymi kvanty zmény probihaji velmi rychle,
tji. do 48 hod. jest kultura totdlné desintegrovidna a formace popsanych sitovitych
utvard se neobjevi. CPE vyvolany virem I. O. vepti na PK buukach je tedy zte-
telné odliSny od zmén vyvolanych na primokuliufe vepfové ledvinné tkané, jak
byla pcopsana jinymi autory i ndmi (3, 4). Odlisny charakter CPE je zvlasté zie-
telné patrny p#i infekci PK kultur virem ve vySSim redéni a pro sviij speciticky raz
prakticky vylucuje omyly zplsoben? nespecitickymi degenerativnimi zménami tka-
né, kieré byvaji asto pozorovatelné u primokultur veprfové ledvinné tkané€, zvlasté
u kultur ziskanych z ledvin starSich kust.

P#i studiu morfologickych zmén vyvolanych virem I. O. veptd na PK bun-
kach, sledovanych fazovym kontrastem, byl vybran ostrivek bunék, ktery byl pak
sledovan pravidelné ve tficeti az Sedesati minutovych intervalech. Zmény vyvclan3
pomnozenym virem na buiikich ve sledovanim poli byly porovnany s tciogratickym
zaznamem, pofizenym bezprostfedné po infekci (obr. 5). Buiika lezici uprostied
pozorovaného pole vykazovala znamky posSkozeni nejdrive. Prvni znamky bunétné
alterace pozorovatelné pfi uZitém zvétSeni 120 X se v naSem zorném poli objevily
v intervalu 7 hod. po infekci, kdy bui.ka poé¢ita ménit sviij objem ve smyslu pykno-
zy, jak patrno z jiné roviny ostrosti jeji povrchové éasti proti okolnim bui.kam
(obr. 6). Po tfinactihodinovém intervalu vidime u této burnky lateralizaci jadra,
méni se in‘ranukledrni struktura, perinukleidrni z6na ma zménénou transparenci.
Dé&j probiha zatim v pozorovaném poli ojedinéle (obr. 7). Po Sestnactihodinovém
intervalu bunééna membrana ohranicuje jiz vice zackrouhlenou bunku, prazdny lem
na okraji a centralni densita svédci pro jeji prostorovou zménu do tvaru kcule.
Jaderna struktura je jen z¢asti zachovana, uvnitt jadra jsou vidét jen stinovité, ne-
chranicené zbytky nukleonit. Na dalSich buitkdch v témze zorném poli jsou vidét
podateéni znamky degenerativnich zmén (obr. 8). Po osmnactihodinovém intervalu
od infekce se builka uvoliluje ze souvislosti s okolim, zndmky tormovani kulovitého
atvaru jsou markanini. Jadro ztraci své ohranicen’ proii cytoplasmé. Buiika je
ostfe limitovana proti svému okoli (obr. 9). Po devatenactihodinovém intervalu je
zaokrouhlovani buitky dokonano, vysiedkem je kulovity Gtvar uvolnény ze souvis-
losti s okolni tkani (obr. 10).

Kontrolni tkan bez ptfiddni viru, inkubovana paralelné nejevila podobné
znamky ani po ukondeni maximalni pozorovaci doby.

Pti sledovani intracelularniho pomnozovani viru I. O. vepfd methodou iluo-
rescenéni mikroskopie byly intikovany sklickové kultury PK bun¢k mnozstvim
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5% 10° TCIDsg viru na jednu Petriho misku. Prvni zfetelni fluorescence znacko-
vané protilaky naviazané na virus se objevuje po ¢tyfech hodindch od intekce. Vy-
tva¥i granula razné velikosti, lokalizovana v cytoplasmé v perinuklearnim prostoru
(obr. 11). Totéz misto pozorované v zastinu za uZid viditelného spektra své.la uka-
zuje odpovidajici si granulace v perinukledrni arei (obr. 12). V dal§im pribéhu
granulaci pfibyva, maxima je dosazeno v intervalu 6 az 7 hod. po intekci, kdy jsou
pfitomné granulace v cytoplasmé ve velkém rozsahu, leckdy na nékierych mistech
splyvajici. Jaderni oblast zlstava prosta fluoreskujicich granulaci (obr. 13). Po
8 hod. se granulace ztraceji, ale bunééna plasma ditazné fluoreskuje, v da:§ich ho-
dinach se stava fluorescence nezfetelnou. V jedné sérii pokust, kdy byla pozorovaci
doba prodlouZena, dalsi zfetelnd tluorescence se objevila v desetihodinovém inter-
valu, tedy 4 hod. po prvnim dosaZeném maximu zafeni. V pokusu, ve kterém jsme
uzili znac¢kované protildtky proti vepfovému gamma globulinu, ktery se vizal na
virus-gamma globulinovy komplex, jsme dosahli odpovidajic'ch vysledka.

Kontrolni kultury, zpracované stejnym zpisobem kromé pridani viru, vykazo-
valy proti intikovanym, které zafily Zlu.ozelen€, jen lehkou zelenavou dittzni iluc-
rescenci, bez jakychkoliv fluoreskujicich granulaci v cytopiasmé (obr. 14).

Diskuse

Z vysledkii experimenti o detekci intraceluldrniho pomnozovani viru I. O.
veptil na tkarnovych kulturdch PK bunék vyplyva:.

1. Ze k zfetelnému intraceluldrnimu pomnozeni viru deochazi v $esti ho-
dinach po infekei, prvni hodnotitelné znamky pfitomnosti viru v buuce na-
stupuji jiz po 4. hodiné,

2. po prechodném tbytku odkrytelnych fluoreskujicich granulaci druhé
maximum tluorescence nisleduje v iniervalu desetihodinovém, coz podle na-

Seho soudu znamend dal§i etapu mnozeni v nové zachvicenych bunéénych
elementech. ,

Porovname-li svou praci s praci Mussgayovou (9), vidime, ze vysled-
ky jsou zhruba analogické, i kdyZz pouzito zcela jiné metodiky tluorescen¢ni na
jedné strané a stabilni bunééné linie misto primokultury na strané druhé. Hlavnim
rozdilem je to, Ze u nas ziskané vysledky byly porovnany se ste,;nym procesem hod-
nocenym v nativnim preparatu ve fazovém kontrastu, kdezto u experimenti M u s s-
gayovych (9) byl morfologicky korelat porovnan s preparaty barvenymi podle
Pappenheima. N4§ pracovni postup ma vyhodu v moznosii plynulého sle-
dovani stale stejnych bunéénych systémt, takze zachycuje skutecnou dynamiku
virového mnozeni. Na rozdil od citovaného autora se ztézi miZeme vyjadfit o pii-
tomnosti viru uvnitf jddra odkrytelného tluorescenéni metodikou. Z porovnani vy-
sledka ziskanych fluorescenén. mikroskopii a tazovym konirastem lze uvést urcitou
souvislost s maximem fluorescence, k.erd spada do tdobi $esti hodin po iniekci
a podateénimi morfologickymi zménami v nami plynule sledovanZm zorném poli
viditelnou v sedmihodinovém intervalu, tedy v dobé, kdy fluorescence ubyva.
Piedpokladame z téchto zmén, tj. z vymizeni fluorescenci v intervalu od Sesti do
osmi hod., Ze pomnoZeni viru v infikované buiice probéhne do tohoto ¢asového inter-
valu a ze extruse viru probih4 jiZ na stupni inicidlniho poskozeni bunék. Vyluco-
vani viru do prostiedi je patrné i z pokust sledujicich vvluéovani viru z tkafiovych
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kultur do media v zavislosti na ¢ase uplynulém od infekce, kde pomnozeny virus
lze prvné extracelularné prokazat v intervalu od péti do deseti hod. po infekci (6).

Srovname-li svoje pozorovani s tim, co se dosud uvadi, a to zejména v pracech
Ackermannovych, o mnozeni viru v buiice (novéji propracovano i na virus
poliomyeliticky ), miiZeme fici asi tolik: interakce viru a buiiky se skldd4 z fady na
sebe navazujicich fazi, z nichz prvou je stadium pfilnuti viru k bunce, dalsi jeho
penetrace, potom mizeni viru v bunice ¢ili stadium eklipsy, po ni za soucdasného
velkého zvyseni metabolické aktivity buiiky a zmnozeni jejiho celého nukleoprotei-
nového materidlu, pocina se nové vytvoreny virus organizovat, dozrava ve své mor-
fologické i antigenni strukture stejné jako v patogenité a koneén€ za pozvolného
svraStovani bunky jest ji postupné eliminovan do prostfedi. Rozpad bunky nastava
az pozdéji, a je vysledkem nejenom virového mnozeni, nybrz i nepoméru celkového
abnormalniho ristu vSech bunéénych nukleoproteini.

Z celého tohoto cyklu zachytila v naSich pokusech fluorescenéni metodika nej-
pravdépodobnéji pouze konec taze virové organizace a jeho maturaci, pricemz vy-
mizeni granuldrni fluorescence oznacuje asi jiZ extrusi viru. Fazovy kontrast na
piipadu jediné butiky nam dopliiuje a rozsifuje do dalsich etap celé toto déni ply-
nulou demonstraci toho, co se s burikou, eventualné jejimi elementy, déje pri témze
patologickém procesu. Zmeény, jak byly demonstrovany tazovym kontrastem, za-
éinaji pfiblizné po fazi maturace, ukazuji zhruba bunélnou alteraci i rozplyvani
jadra béhem iaze extruse, se zaokrouhlenim az ke konecnému CPE.

V souvislosti s vysledky naSich experimenti je snad zajimavo vzpomenout, Ze
zmény postihujici jaddro véetné jeho zmizeni jsou podobné oném, které Bodian
pozoroval na nervovych buiikach pfednich rohii mi$nich v pribéhu experimentalni
paralyzy u opic (14).

Souhrn

1. Byly sledovany moriologické projevy kultur stabilni linie epithelu vepio-
vych ledvinnych bunék (kmen PK), intikovanych virem I. O. vepti. PK bunky
reaguji na pomnozeni viru I. O. vepfd zcela typickym cytopatogennim etfektem,
li§icim se od zmén vyvoldvanych timto virem na primokulturich veprové ledvinné
tkané. | | T il

2. Fazovym kontrastem byly sledoviany ¢asné morfologické zmény PK bunék
intikovanych virem I. O. vepi a ¢asové porovnavany s intracelularni produkei viru
detekovanou pfimou i nepfimou metodou fluorescenénich protilitek. Prvni tluo-
reskujici granulace byly prokazatelné po étyfech hod. od infekce kultur s maximem

po Sesti hodiniach. Do osmé hodiny tluorescence mizi. Druhé maximum tluorescen-
ce bylo prokazatelné v intervalu deseti hodin. a,

Prvni morfologické zmény byly prokazatelné tdzovym kontrastem po 7. hod.

od infekce. ‘; : | (L 4

Ubytek fluoreskujicich granulaci spada do stejného ¢asového adobi jako poca-
te¢ni tvorba CPE a doby vzestupu extracelularné ulozeného viru.

3. Jsou diskutovany jednotlivé tize interakce viru I. O. vepfu s buikami
stabilni linie epithelu veprové ledviny (kmen PK) a jejich ¢asové ohraniceni.

k * *

Literatura k nahlédnuti u autort.
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BHOJOruyecKkmue CROMCTEBA BHMpYCa UH(PEKIMOHHOTC HINE(ATIOMUEIATa CBUHENH,
KYJETUBMPOBAHHOTO H2 TKAHEBBIX KYJbLTYpaxX CTaA0HJILHOM JMHMM SMUTEIIMA IOvMeYHbIX
KJeTOK cBuHel (mramMm PK)

1. VIzyuyanuck MopdposiorMyuecKre NPOSABICHUA KYJILTYP CTAaOMJIBbHON JIMHHUHK SMIM-
Teaus IMOYeYHBIX KJAETOK cBMHel (1urTaMMm PK), nadUIIMPOBAHHLIX BUMPYCOM MHDEKIIMOH-
Horo sunedanommesaura cBuHell. PK KIeTKH pPearMpyloT Ha pPa3sMHOXKEHUe BHpyca
NHQEKIMOHHOTO SHIlepaJIoOMUeNINTa CBUHEN COBEPLUIEHHO THMIHWYECKOM IMTOIIATOre HHO-
CTBIO, OTJIMYAaroIleicad OT M3MeHEHUN, BBI3BAHHLIX 3THUM BHPYCOM HA IePBUYHBLIX KYJb-
Typax IIoYeyHOoM TKaHy CBUHEL.

9. IIpn momow PA30BOTO KOHTPACTa M3ydalucCh IIEPBOHA4ANbHBLIE MOPQONOru-
yeckye nasMmenenna PK kneToK, HHPUIMPOBAHHBIX BUPYCOM MHMEKIIMOHHOTO 9HIIedaso-
MMENNUTa CBMHEN M II0 BPEMEHM CPABHMBAEMBIX € BHYVTPUKJIIETOUHONM MNPOAYKIIAEN BUDPY-
COB C ITOMOLIBIO JETEKIHN HENOCPEIACTBEHHbIM M KOCBEHHBIM MeTOoAOM (hJIHOPECHMPYIO-
Iux aaTuTtes. IlepBhle daoopecUUPYIOLLMe TPAaHYNANUN TIOABAIOTCA 4epe3 4 qaca co
BpeMeHn MH@EKUHAU KYJALTYD ¢ MaKCMMyMoM dUepe3 6 yacos. Hepes 8 yacos hnwooprec-
LeHnma ucyesaer. Bropoit MakcuMyMm (QIIIOOPECeHIMM NOABMIICA B MHTepBale 10 yacos.

Ilepeble MopdhosorndecKMe W3IMEHHUA OpM ONoMolu (pa3oBOro KOHTpacTa OblIH
nokaszagel yepe3 7 9acoB Iocje MHQEKIIMN

VYOBIIbL QAIOOPECLIMPYIONIS I'PaHY AN OTHOCUTCA K TOMY K€ HepMuMoly BPEMEHM
KakK M HadaJdbHasg gaza obpaszosanua CPE u nepmoza pa3suTuA SKCTPAUEAIIONAPHO
ITOJIOKEHHOr0 BUpPYCA.

3. OB6CcyKnanuce OTAEJbHBLIC (Pa3bl MHTEPAKLUMi BUPYyca MHMEKIHOHHOIC 3HUueda-
JIoMUeJIMTa CBUHEN ¢ KJAeTKaMU CTaDUJbHO)r JAMHUU SIIHTENUA TIOUKM CBUHEN (LITaMM
PK) 1 uMX orpaHddcHUe B OTHOIUIEHUM BPEMEHH.

Die biologischen Eigenschaften des auf Gewebskulturen einer stabilen Linie von
Nierenepithelzellen von Schweinen (Stamm PK) geziichteten Virus der anstecken-
den Schweinelahme (AS)

1.Untersucht wurden die morphologischen Aullerungen einer stabilen Linienkul-
tur von Nierenepithelzellen von Schweinen (Stamm PK), die mit dem Virus der
AS infiziert worden waren. Die PK Zellen reagieren auf die Vermehrung des Virus
der AS in Form eines ganz typischen zytopathogenen Effekts, der sich von .den Ver-
inderungen, die das Virus auf Primokulturen von Nierengewebe von Schweinen her-
vorruft, unterscheiden. |

9. Mittels Phasenkontrast wurden die friihzeitigen morphologischen Verande-
rungen der mit dem Virus der AS mfizierten PK Zellen untersucht und zeitlich mit
der intrazelluliren Produktion des Virus verglichen, die mittels direkter und in-
direkter Methode der fluoreszierenden Antistoffe ermittelt wurde, Die ersten fluo-
reszierenden Granulationen waren 4 Stunden nach Infektion der Kultur bei einem
Maximum nach 6 Stunden nachweishar. Die Fluoreszenz schwindet innerhalb von
3 Stunden. Ein zweites Maximum der Fluoreszenz war im Intervall von 10 Stunden
nachweisbar.

Die ersten morphologischen Verdnderungen waren mittels Phasenkontrast
7 Stunden nach Infektion machweisbar, |

Das Schwinden fluoreszierender Granulationen fillt in die Zeitspanne des Be-
ginns der CPE Bildung und in die Zeit der Vermehrung des extrazellular gelager-
ten Virus.

3. Besprochen werden die einzelnen Phasen der Interaktion des Virus der AS
mit den Zellen der stabilen Linie des Schweinenierenepithels (Stamm PK) und ihre
zeitliche Beschrankung.



