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Obecnie duże ilości interferonów uzyskuje się na drodze inżynierii 
genetycznej, poprzez wbudowanie genu syntetyzującego interferon komór
kom bakteryjnym (6, 15), lub też tradycyjnie, stymulując leukocyty daw
ców krwi wirusem Sendai (14). Celem otrzymania natomiast interferonu 
P indukuje się komórki diploidalne człowieka poli (I) • poli (C) (20).

W metodach tych stosowane są różne induktory interferonu, a poszu
kiwania innych, lepszych, są prowadzone nadal, zwłaszcza że lista wiru
sów, których aktywność indukcyjną zbadano, nie jest zbyt długa (17).

Indukcja interferonu in vitro zależy od wielu czynników, takich jak 
Współdziałanie induktora z komórką, temperatura inkubacji oraz skład 
Płynu hodowlanego. Różne induktory mogą stymulować wytwarzanie róż
nych interferonów w takich samych hodowlach komórek. Ponadto różne 
komórki, np. fibroblasty czy leukocyty, potraktowane tym samym induk- 
torem, wytwarzają różny typ interferonu, tj. a lub fi (5).

Spośród wirusów przedstawiciele rodziny Myxoviridae i Paramyxo- 
viridae należą do najlepszych induktorów interferonu w komórkach wielu 
gatunków zwierząt i człowieka. Również wirusy z rodziny Togaviridae 
1 Rhabdoviridae indukują wysokie miana interferonu u niektórych gatun
ków zwierząt (17). Znany jest również fakt, że w obrębie jednego gatunku 
Wirusa poszczególne jego szczepy mogą wyraźnie różnić się pod względem 
zdolności do indukcji interferonu (11, 19).
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Celem pracy było zbadanie zdolności wiruąów z rodziny Togaviridae, 
Rhabdoviridae i Paramyxoviridae do indukcji interferonu w hodowlach 
komórek człowieka i myszy. Dla porównania efektywności induktorów 
oceniano również interferon stymulowany za pomocą poli (I) • poli (C) 
w komórkach człowieka i myszy.

MATERIAŁY I METODY

Wirusy. Szczep K6 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu (TBE-K5), izolowany 
z kleszcza Ixodes ricinus w r. 1957 (9) pasażowano przez domózgowe zakażenie bia
łych myszy. Miano wirusa w homogenatach mózgu wynosiło 10’“ LD59/ml. Typ 
Indiana wirusa stomatitis vesicularis (VSV) namnażano w hodowli fibroblastów za
rodka kury. Miano wirusa wynosiło 10’“ TCIDs0/ml. Obydwa szczepy wirusa cho
roby Newcastle, Radom (NDV-R) i Hertfordshire (NDV-H) namnażano na 9-dnio- 
wych zarodkach kury. Otrzymano NDV-R o mianie 188 0 TCID50/ml i NDV-H o mia
nie 10’’ TCID5a/ml. Wirusy: VSV, NDV-R i NDV-H otrzymano z Instytutu Immu
nologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu.

Hodowle komórek. Pierwotne hodowle embrionalnych komórek człowie
ka (HEF), myszy (MEF) i kurczęcia (CEF) otrzymano metodą rutynowej trypsyni- 
zacji tkanki skórno-mięśniowej odpowiednich zarodków. Pierwotne hodowle CEF 
używano do namnażania i miareczkowania wirusów. Do indukcji interferonu uży
wano hodowle HEF na poziomie 5—30 pasażu, oraz hodowle MEF z 3—5 pasażu. 
Komórki hodowano w płynie Eagle’a z dodatkiem 2—10% surowicy cielęcej i anty
biotyków. Linię ciągłą komórek mysich L929 otrzymano z Instytutu Immunologii 
i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu i hodowano w płynie Parkera z 5% 
surowicy cielęcej. Płyn Eagle’a i Parkera otrzymano z Wytwórni Surowic i Szcze
pionek w Lublinie.

Zwierzęta. Do namnożenia wirusa TBE-K5 oraz do jego miareczkowania 
używano myszy Swiss-albino.

Odczynniki chemiczne. Jako induktor interferonu stosowano synte
tyczny dwuniciowy kwas rybonukleinowy poli (I) • poli (C) o m. cz. ponad 100 000, 
firmy Sigma. DEAE-dekstran, używany jako adiuwant aktywności poli <I) • poli (C), 
otrzymano z firmy Pharmacia.

Metoda interferencji. Hodowle 48 godz. (monolayer) komórek mysich 
lub ludzkich zakażano wirusem TBE-K6 w dawce 0,2 LD59/komórkę. Inkubowano 
w 37°C przez czas określony warunkami doświadczenia, po czym hodowle komórek 
dokażano VSV 100 TCIDM/probówkę. Po 24 godz. interferencję określano na pod
stawie stopnia zahamowania efektu cytopatycznego w komórkach zakażonych dwo
ma wirusami w porównaniu z kontrolą zakażoną tylko VSV.

Otrzymywanie i miareczkowanie interferonu. Hodowle 
48 godz. komórek ludzkich i mysich traktowano poli (I) • poli (C) 50 (ig/ml w obec
ności 100 ng/ml DEAE-dekstranu lub zakażano wirusami TBE-KS, VSV, NDV-R 
lub NDV-H. Po 1 godz. adsorpcji induktory usuwano i po zmianie płynu na płyn 
utrzymujący inkubowano w 37°C. W różnym czasie po indukcji płyn hodowlany 
zbierano i przechowywano w —20°C. Przed miareczkowaniem interferonu płyn za
kwaszano dodając kroplami 1 M HC1 do pH 2, inkubowano 72 godz. w 4°C, na
stępnie neutralizowano 1 M NaOH i wirowano 20 min. przy 4000 obr./min. Inter
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feron miareczkowano w hodowli komórek homologicznych. Za miano interferonu 
przyjmowano odwrotność najwyższego rozcieńczenia, które hamowało efekt cyto- 
patyczny VSV w 50% komórek.

WYNIKI I DYSKUSJA

Jak dotąd, niewiele gatunków wirusów przebadano pod względem ich 
aktywności indukcyjnych do wytwarzania różnych interferonów (17). Po
nadto niektóre wirusy, np. choroby Newcastle, były wielokrotnie stoso
wane jako induktory interferonu w różnych komórkach. Wskazane więc 
jest kontynuowanie badań w celu znalezienia, lepszych niż dotychczas 
znane, wirusowych induktorów interferonu.

Wyniki badań wielu autorów wskazują na to, że indukcja interferonu 
przez wirusy w komórkach typu fibroblastycznego wymaga wczesnych 
etapów replikacji wirusów, a przynajmniej syntezy RNA wirusowego, 
głównie formy dwuniciowej (2). Dlatego nasze początkowe doświadczenia 
dotyczyły replikacji wirusów w hodowlach komórek ludzkich i mysich 
(tab. 1).

W komórkach ludzkich HEF oraz mysich L929 i MEF stwierdzono re- 
plikację wszystkich badanych wirusów, jednakże w komórkach mysich 
L929 i MEF namnażanie obu szczepów NDV-R i NDV-H miało charakter

Tab. 1. Namnażanie się wirusów w hodowlach komórek człowieka (HEF) i mysich 
(L.^29 i MEF)

Multiplication of viruses in cultures of human (HEF) and mouse (L^g and MEF) 
cells

Wirusy
Virus€s

Wyjściowe miano 

wirusa /log1Q/ 
Initlal titer of 

virus /logJQ/

Dawka wirusa/
/1O^ komórek

Viral dose/
/103 celi*

Diano wirusów zebranych z hodowli /log1Q/
TCID^/ml lub LD^/ml 

Titres of viruses repllcated in
TCIO5O/ml or LO5o/ml

cultures /log1Q/

HEF L929 MEF

vsv 7,23 TCl£>50/al TCIDSO
6,0
3,0

8,5
8,0

7,0
6,7

NOV-R 8,0 TCIOg^j/ml tci°so
6,0
5,77

3,0 ‘
2,0

1,5
0,5

NOV-H 8,5 TCI05Q/ml o’J TCI°SO 6,0
n

3,0
2,23

2.5
1 .5

tbe-k5 7,23 LO^ml ldso
4,54
n

4,0 n
• n

Objaśnienia (Explanation): n — nie badane (not tested); TCID60 (tissue culture 
infections dose 50%) — rozcieńczenie wirusa, które wywołuje w 50% hodowli komó
rek efekt cytopatyczny; LDM (lethal dose 50%) — rozcieńczenie wirusa, które powo
duje śmierć 50% zakażonych zwierząt.

2 Annales, sectio C, vol. XL
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poronnego cyklu replikacyjnego z bardzo niskim zbiorem potomnych czą
stek wirusów (4).

Gdy porównano zdolność poszczególnych wirusów do indukcji inter
feronu, stwierdzono duże różnice: bardzo niską aktywność interferogenną 
wirusa TBE-K5 i wysoką aktywność obu szczepów NDV, zarówno w my
sich, jak i w ludzkich hodowlach komórek. Pośrednie miejsce zajmował 
VSV, który był bardzo słabym induktorem interferonu w embrionalnych 
komórkach ludzkich (HEF) i mysich (MEF), a znacznie lepszym indukto
rem w mysiej linii komórkowej Lg29 (tab. 2).

Najlepszymi induktorami interferonu spośród badanych były obydwa 
szczepy wirusa choroby Newcastle. Mezogeniczny szczep NDV-H i welo- 
geniczny NDV-R indukowały wysokie miana interferonu zarówno w em
brionalnych komórkach myszy i człowieka, jak i w linii komórek my
szy l929.

Badane wirusy poddawano także częściowej inaktywacji, naświetlając 
je dawką 43,5 J/m2 promieni ultrafioletowych (lampa T uv 30 Philips). 
Ta dawka promieniowania uv, która zmniejszała infekcyjność obu szcze
pów wirusa NDV w ok. 50% i infekcyjność wirusa TBE-K5 w 75%, zmniej
szała również aktywność indukcyjną wirusów, zarówno w ludzkich, jak 
i w mysich hodowlach komórek. Wyniki te są zgodne z uzyskanymi przez
innych autorów, a wynika z nich, że w komórkach zwierząt, które nie są

«

Tab. 2. Porównanie mian interferonu uzyskanych z hodowli komórek człowieka 
(HEF) i myszy (L8M i MEF) po indukcji wirusami: TBE-KS, VSV, NDV-R i NDV-H 
Comparison of the interferon titres yielded from cultures of human (HEF) and 
mouse (L929 and MEF) cells after induction with TBE-K5, VSV, NDV-R, NDV-H

Komórki 
Cells

Czas zbio
ru /godz./ 
Time Of the 
yield /h/

Miano interferonu J/ml uzyskane po indukcji wirusami:
The interferon titer u/ml after induction with viruses:

tbe.k5 TBE-KgUv vsv VSV uv NDV-R NOV-R uv NUV-H N0V-H uv

4 , <2 <2 <2 5
6 <2 8 150 512

18 <2 22 n 1000 1000
24 <2 16 1000 100 1500 320
48 8 <2 8 100 512

HEF 72 4 <2 20 320

4 <2 <2 10 10
6 <2 fi 640 210

L929 18 <2 55 3200 1000
24 ‘ <2 210 32 5500 2100 4200 100
48 8 <2 100 320 640
72 8 30 100 80

4 <2 40 5
6 <2 1280 320

18 <2 1340 128 1000 320
24 16 670 520

’ L F 48 4 n 64 320
72 <2 <2 40

Objaśnienia (Explanation): n — nie badano (not tested); stosowano wielokrot
ność zakażenia (multiplicity of infection was): TBE-K5 0,2 LD50/komórkę (celi), 
VSV 10’ TCIDjo/komórkę (celi), NDV-R 10 TCID60/komórkę (celi), NDV-H 10 TCXD30/ 
/komórkę (celi); dawka promieni uv (dose of uv irradiaton)=43,5 J/m’.
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naturalnymi gospodarzami wirusa NDV, na ogół dobrymi induktorami 
interferonu są szczepy tego wirusa o wysokiej wirulencji (11, 19). Nato
miast w komórkach kurzych, naturalnych gospodarzach tego wirusa, 
szczepy atenuowane lub częściowo inaktywowane promieniami uv czy 
temperaturą są lepszymi induktorami interferonu niż szczepy wirulentne 
(3, 13).

Wirus VS znany jest ze swej wrażliwości na interferon i często sto
sowany jako wirus challenge przy miareczkowaniu interferonu (22). Jest 
on równocześnie słabym induktorem interferonu ze względu na zdolność 
do hamowania syntezy makromolekuł komórkowych. Pod koniec lat sie
demdziesiątych ukazały się prace mówiące o indukcji wysokich mian in
terferonu w hodowlach komórek ludzkich i kurzych przez defektywne 
interferujące cząstki VSV, które zawierały kowalentnie związany dwu- 
niciowy (±) RNA (12). Nie wiemy, czy w naszych doświadczeniach in
terferon był indukowany defektywnymi interferującymi cząstkami, czy 
kompletnymi wirionami, lecz zarówno w komórkach ludzkich HEF, jak 
i L92o po zakażeniu wirusem VS interferon był wytwarzany.

Najsłabszym wirusowym induktorem interferonu, spośród badanych, 
był wirus TBE-K5. Ze względu na często występujące zjawisko autointer- 
ferencji przy wysokich dawkach wirusów z rodziny Togaviridae stosowano 
małą dawkę wirusa 0,2 MOI. Zarówno w hodowli komórek HEF, jak i my- 
i L929 po zakażeniu wirusem VS interferon był wytwarzany.
nolegle wykonane doświadczenie (tab. 3) ujawniło wysoką interferencję 
między wirusem TBE-K5 a VSV w komórkach ludzkich HEF. Po 48 godz. 
od momentu zakażenia komórek HEF wirusem TBE-K5, gdy miano inter
feronu wynosiło zaledwie 8 j/ml, interferencja sięgała ponad 90%. Prawdo
podobnie produkcja interferonu nie jest jedynym mechanizmem interfe
rencji w tym układzie (18, 21). Równie niskie miana interferonu, jak w 
hodowli komórek HEF, wirus TBE-K5 indukował w komórkach linii L929, 
ale związane to było również z niską aktywnością interferencyjną, jaką 
przejawiał wirus TBE-K5 w tych komórkach.

Na podstawie doświadczeń, dotyczących indukcji interferonu w ko
mórkach ludzkich HEF oraz mysich MEF i L929 przez kompleks poli (I) • 
• poli (C) w obecności lub bez dodatku DEAE-dekstranu, stwierdzono, że 
po indukcji samym kompleksem poli (I) • poli (C) najwyższe miana inter
feronu wytwarzały komórki ludzkie HEF, znacznie mniejsze komórki my
sie MEF i L929. Dodatek polikationu: DEAE-dekstranu do roztworu induk- 
tora zwiększał końcowy zbiór interferonu zarówno z komórek mysich, 
jak i z ludzkich, bardziej jednak z komórek linii L929 (tab. 4).

Wyniki te są zgodne z wcześniejszymi doniesieniami mówiącymi o tym, 
że w hodowlach komórek diploidalnych człowieka poli (I) • poli (C) indu
kuje znaczne miana interferonu, natomiast w komórkach linii L929 sam
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Tab. 3. Aktywność interferencyjna wirusa TBE-K, w hodowli komórek człowieka 
(HEF) i myszy (L,,,)

Interference activity of TBE-K, virus in human (HEF) and mouse (Lw«) celi cultures

Kaaórkl
Cal la

IMuktir
Inducer

Cm* Inkubacji 
/gadz./

Time of lncubetton 
/hre/

Interferencj1 
Interference

MEF
TBE-K,

0.2 MOI

6
18
24
48
72

*1,5
96.9
93.8
91.9
71.9

'S"e-<s -» 24 31.2

^929

TW-K#

0.2 MOI

6
18
24
48
72

8.2
6.2

10,0
25
18,5

TEf-Kg ev 24 <6

Objaśnienia (Explanation): dawka promieni uv (dose of uv irradiation)— 
=43,5- J/m2; wirus dokażający (challenge virus): VSV; wielokrotność zakażenia, 
dawka wirusa na komórkę (multiplicity of infection) — MOI.

Tab. 4. Wytwarzanie interferonu w hodowlach komórek człowieka (HEF) i myszy 
(L,m i MEF) po indukcji poli (I) • poli (C)

Production of interferon in cultures of human (HEF) and mouse (L»« and MEF) 
celi cultures after induction with poły (I) • poły (C)

Induktor
Inducer
>u9/«l

Czas zbioru 
/godz./

Tlae of the yield 
/hr»/

Miano interferonu J/ml z hodowli komórek: 
Interferon titer u/ml from celi cultures:

HEF L929 MEF

poli /I/.poli /C/ 6 <2 5 3
SO ^ug/al 18 128 20 10

24 64 32 35
48 <2 10 20

poli /I/.poll /C/ 6 3 105 5
50 /ig/ml 18 150 1280 53

D€At • dekstran 24 36 1980 142
100 >g/el 48 <2 320 32

połi (I) • poli (C) jest bardzo słabym induktorem, dopiero dodatek DEAE- 
-dekstranu lub innych polikationów prowadzi do wytwarzania wysokich 
mian interferonu (10, 16). Podobny efekt końoowy uzyskano, gdy komórki 
L929 przed indukcją poli (I) • poli (C) potraktowano małymi dawkami my
siego interferonu priming (16). To zjawisko zwiększania wytwarzania in
terferonu przez potraktowanie komórek przed indukcją interferonem ho
mologicznym dotyczy nie tylko systemu interferonu mysiego, ale także 
komórek innych gatunków zwierząt oraz człowieka (1, 7).

W badaniach nad wpływem priming na zbiór interferonu indukowa
nego NDV oraz poli (I) • poli (C) w komórkach HEF, MEF i L929 stwier
dzono, że interferon stosowany w dawce 100 j/ml powodował wzrost koń
cowych mian interferonu (tab. 5). Z piśmiennictwa znany jest również 
fakt, że priming zapobiega obserwowanemu w starszych hodowlach ko
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morek diploidalnych człowieka spadkowi wydajności produkcji interfe
ronu (7, 8). W przeprowadzonych doświadczeniach używano komórek 
HEF na poziomie 5—30 pasażu i nie zauważono większych różnic wydaj
ności w produkcji interferonu między początkowymi a wyższymi pasaża
mi tych komórek (tab. 6). Stwierdzono natomiast duże różnice w plonie 
interferonu z różnych hodowli HEF, pochodzących z różnych zarodków 
po indukcji NDV-H. Na tej podstawie, a także doświadczeń innych auto
rów (23), można przypuszczać, że chodzi o różnice uwarunkowane gene
tycznie, gdyż w poszczególnych hodowlach MEF, otrzymanych z kilku 
lub kilkunastu płodów myszy Swiss-albino, wykazujących niewielkie zróż
nicowanie genetyczne, takich różnic nie obserwowano.

t
Tab. 5. Wpływ priming homologicznym interferonem na wytwarzanie interferonu 

w hodowlach komórek człowieka (HEF) i myszy (L929 i MEF)
The influence of priming with homologous interferon on the interferon production 

in cultures of human (HEF) and mouse (L929 and MEF) cells

Komórki
Cells

Hanka indukto^a 
Gose of induccr

Prininę 
ICN t/ml 
!l::i u/nl

.'liano interferonu
J/nl

The interferon titer
zu/°’l

HC?

:jov-h
10 1«I ICO

1500
3200

poli /l/.poli /'C/ 
50 yu ;/m 1

□SAC-dekstrar
100 /id/rl 100

150

1000

L229

io t o: 100
3200

10000

poli /l/.poli /C/ 
50 yu.;/nl

OEAfc-Jakstran
1 ICC

loco

32C0

7-P. 
i ci iw;

960
1298

ocli /l/.poli /:;/ 
50 >ic/rl 

teks tran
10C yuq/- 1 aor;

ir;

235

Objaśnienia (Explanation): czas priming — 6 godz. (priming time — 6 hrs); 
czas zbioru interferonu — 24 godz. (time of interferon yield) — 24 hrs).

Tab. 6. Wytwarzanie interferonu w różnych hodowlach komórek HEF 
Production of interferon in different strains of HEF celi cultures

Nr hodowli komórek Ulano IFN j/10® komórek

No of celi culture Interferon titer/106 of cells

1 400

2 1024

3 256
4 2048

5 100
6 3200

7 1024
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PE3IOME
I

CpaBHMTejifaHOe joyneHne mi^yKunn nnTep<JiepoHa in nitro b KjieTKax Mbiineii 
h nejiOBeKa npoBOflHJiM c Mcnojib3OBaHMeM BnpycHOro HHflyKTopa n poli (I) • poli (C). 
HajuiyuiiiMMJi nHflyKTopaMM MHTepcbepona oxa3ajincb gBa niTaMMa BMpyca 6ojie3iin 
Newcastle, Me3orenHbiit Hertfordshire u MHororeHHbifi Radom. 3uaHMTeJibubie ko- 
jin'iecTEa miTepcbepOHa b KJieTKax Mbiuiefi u ueuoBeKa uiiflynwpOBaji Tausce poli 
(I) • poli (C), ocoóenuo b npncyTCTBMM DEAE-fleKCTpana u nocjie priming. CjiaóbiMM 
MHgyKTopaMM 'ie;ioBe'iecKoro m MbiinmiHOro miTepcbepona in nitro 0Ka3aJiMCb Kax bh- 
pyc TBE-K5 (Toganiridae), rau u VSV (Rhabdoniridae).

SUMMARY
t

Viruses and poły (I) • poły (C) have been used to induce interferon in nitro in 
cultures of mouse and human cells. The best interferon inducers were two strains 
of Newcastle disease virus, mesogenic strain Hertfordshire and velogenic Radom. 
Also poły (I) • poły (C), especially in the presence of DEAE-dextran or after priming 
of cells, induced high titres of interferon in mouse and human celi cultures, Tick- 
-borne encephalitis virus, strain K5 (TBE-K,) from Toganiridae family and vesicular 
stomatitis virus (VSV) from Rhabdoniridae were poor inducers of human and mouse 
interferon in nitro.
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