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Influence of Divalent Cations cn the Replication of Vaccinia Virus

WSTEP

Do prawidlowego metabolizmu 1 wzrostu komorek potrzebne s3 od-
powiednio dobrane jakosciowo i ilosciowo jony metali, ktore zachowuja
rownowage przemian metabolicznych komoérki. W wielu przypadkach
przebieg procesow metabolicznych zalezny jest od obecnosci specyficz-
nych jonow metali. Znanych jest wiele etapow syntez komorkowych kon-
trolowanych przy wspoludziale jonéow metali w roznych systemach syn-
tez wtornych oraz przy inicjacji procesow morfogenezy (2, 5, 15, 17, 24).
Réznorodne dzialanie jonéw metali i ich znaczenie dla organizméw zwie-
rzecych zostalo szeroko opisane w literaturze polskiej w kilku pracach
przegladowych (11, 18, 25). Badajac wplyw kationow na wirusy wyka-
zano, ze poszczegOlne etapy replikacji wirusa zalezne sj od obecnosci
kationow dwuwartosciowych (7, 9, 12, 14, 16), co prawdopodobnie bylo
zwigzane z dzialaniem kationéw raczej na komorke gospodarza niz na
sam wirus. Uwaza sie bowiem, ze rownowaga kationow w komarce moze
mie¢ zasadnicze znaczenie przy zakazaniu komérki réznymi pasozytami
wewnatrzkomorkowymi (22). Celem przedstawionej pracy byto zbadanie
dodatku kationow dwuwartosciowych Ba**, Ca** i Mg** na replikacje
wirusa krowianki w hodowli komérek Detroit 6.
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MATERIALY I METODY

Wirus krowianki (vaccinia virus) izolowano ze szczepionki otrzymanej
z Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Lublinie. Wirus namnazano
na blonie kosmoéwkowo-omoczniowej zarodka kury. Do badan stosowano wirus
pasazowany w hodowli komorek Detroit 6, otrzymanej z Instytutu Medycyny Mor-
skiej w Gdansku.

Ptyny do hodowli. Do badania komérek w obecnosci kationow uzy-
wano buforu Earle'a z 2% surowicy cielecej. Weglan, czerwien i antybiotyki doda-
wano w ilosciach standardowych. Stosowany w badaniach bufor Earle’a nazywano
dalej podiozem minimalnym , M”.

Kationy. Sporzadzano 1 M roztwory chlorkéw baru, wapnia 1 magnezu
w wodzie bidestylowanej. Roztwory te uzywano jako material wyjsciowy do dal-
szych rozcienczen. pH poszczegélnych rozcienczen badanych kationéw w buforze
Earle’a doprowadzano do 7,0—7,2.

Toksycznos¢ kationow. Do 6 probowek jednowarstwowej 48-godzin-
nej hodowli komérek Detroit 6 dodawano (po zlaniu plynu odzywczego) po 2 ml
odpowiedniego stezenia kationow Ba**+, Ca** i Mgttt (od 10~ do 10-’M) w plynie
»M". Po 48-godzinnej inkubacji w 37°C rozcienczenia kationow zlewano z hodowli.
Trzy proboéwki z hodowlg komorek Detroit 6 z kazdego rozcienczenia danego ka-
tionu przemywano plynem ,M”, trypsynowano, zawieszano w okreslonej ilosci
pltynu odzywczego, obliczano ilos¢é komorek w 1 ml i ponownie rozlewano po 2 ml!
do probowek. Po 48-godzinnej inkubacji w 37°C jeszcze raz obliczano ilosé¢ ko-
moérek w 1 ml w celu stwierdzenia, czy komoérki namnazaja si¢ normalnie w po-
rébwnaniu z kontrola, ktérg stanowily hodowle komodrek Detroit 6 w plynie od-
zywczym, opracowane w ten sam spos6b. Trzy inne probowki z danego rozcien-
czenia odpowiedniego kationu barwiono przyzyciowo 0,1% roztworem czerwieni obo-
jetnej 1 10% barwnikiem Giemsy. Wybarwione hodowle obserwowano pod mi-
kroskopem.

Inaktywacja wirusa. Do odpowiedniego stezenia kationow Batt, Cat+
I Mg** (od 10-2 do 10-"M) w ilosci 0,9 ml dodawano 0,1 ml wirusa krowianki nie
rozcienczonego. Nastepnie inkubowano 1, 2, 3, 4, 5 i 6 godz. w temp. 37°C. Kon-
trole stanowil wirus inkubowany w plynie ,M”. Po odpowiednim czasie inku-
bacji sporzgdzono rozcienczenia wirusa od 10-! do 1073 i zakazano 48-godzinng
jednowarstwowa hodowle komorek Detroit 6. Kazdym rozcienczeniemm zakazano
4 probowki z hodowly — po 0,1 ml danego rozcienczenia na proboéwke. Zakazone
hodowle inkubowano w 37°C przez 1 godz. w celu adsorpcji wirusa na komorkach
Detroit 6. Po tym czasie sciggano nie zaadsorbowany wirus i zalewano tkanke
swiezym plynem ,,M”, a nastepnie inkubowano w 37°C. Po 72-godzinnej inkubacji
barwiono tkanke 0,1% roztworem czerwieni obojetnej. Po wybarwieniu liczono ly-
siny. Wynik zapisywano jako srednig arytmetyczng z 4 prob6wek tego samego pow-
torzenia. Kontrole opracowywano w ten sam sposob. Obliczano procent hamowania
lub stymulacji wirusa przez dane stezenie kationu w stosunku do kontroli.

Wpltyw kationéw na adsorpcje wirusa. Jednowarstwowe 48-go-
dzinne hodowle komorek Detroit 6 przeplukiwano zimnym plynem M,; nastepnie
zakazano hodowle wirusem w rozcienczeniu 10-43, co odpowiadalo 50 PFU/0,1 ml
na probéwke i natychmiast dodawano 1,9 ml odpowiedniego rozcienczenia katio-
now. Tak zakazong hodowle inkubowano w 4°C przez 1 godz. w celu adsorpcji
wirusa na komérkach Detroit 6. Po godzinie sciggano nie zaadsorbowany wirus
wraz z odpowiednim stezeniem kationu. Hodowle przeptukiwano swiezym plynem
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»M" i inkubowano 72 godz. w 37°C. Po inkubacji barwiono tkanke 0,1% roztworem
czerwieni oboje¢tnej i liczono lysiny. Kontrole stanowily hodowle komoérek Detroit 6
zakazone wirusem krowianki w plynie ,M” bez kationow, opracowywane w ten
sam sposo6b. Wynik zapisywano jako srednig arytmetyczng z 4 probowek tego
samego powtodrzenia i obliczano procent hamowania adsorpcji w stosunku do kon-
troli.

Wpltyw kationéw na penetracj¢ wirusa. Hodowle 48-godzinne
komoérek Detroit 6 zakazano odpowiednig dawka wirusa zawieszonego w plynie
»M" (rozcienczeniem 10-43, tj. ok. 50 PFU/0,] ml na probowkc¢). Zakazone hodowle
inkubowano w temp. 4°C przez 1 godz. w celu adsorpcji wirusa. Po zebraniu nie
zaadsorbowanego wirusa i przeptukaniu tkanki swiezym plynem ,M” zalewano
ja 2 ml odpowiedniego rozcienczenia kationow (od 10-2 do 10-"M) w plynie ,M”
I inkubowano przez 1/2 godz. w 37°C w celu penetracji wirusa. Kontrole stano-
wily probowki z hodowlg zakazong wirusem i zalang pilynem ,M” bez kationow.
Po inkubacji plyn sciagano, tkanke¢ przeplukiwano, a nastepnie zalewano $wiezym
»M” i inkubowano w temp. 37°C przez 72 godz. Po tym czasie tkanke wybarwiano
czerwienia obojetng 1 odczytywano liczbe lysin. Procent hamowania penetracji
przez kationy obliczano w stosunku do kontroli.

Wplyw kationow na replikacj¢ wirusa. Jednowarstwowg ho-
dowle komorek Detroit 6 przeptukiwano ptynem ,M”. Nast¢pnie zakazano hodowlg
rozcienczeniem wirusa 10-4%% po 0,1 ml na probdéwke, co odpowiadalo ok. 50 PFU
1 inkubowano tkank¢ przez 1 godz. w 37°C. Po inkubacji $ciggano nic zaadsorbo-
wany wirus, przeptukiwano tkankeg $wiezym ptynem ,M” ogrzanym do temp. 37°C.
Nastepnie dawano 2 ml odpowiedniego rozcienczenia kationéw (10-3 do 10-7M).
Hodowle inkubowano w temp. 37°C przez 24, 48 i 72 godz. Kontrole stanowily
probowki zakazone tyin samym rozcienczeniem wirusa i zalane plynem ,M” bez
kationow.

Po 24, 48 i 72 godz. inkubacji zbicrano plyny z hodowli — dla kazdego stg-
zenia kationéw oddzielnie, tkanke zalewano plynem fizjologicznym po 0,5 ml na
kazdy probowke i zamrazano w temp. —20°C. Okreslano miano wirusa w zamro-
zonych tkankach i plynach zebranych w odpowiednim czasie inkubacji. Zebrane
plyny i tkanki zamrazano i sporzadzano z nich rozcieniczenia wirusa od 10° do
10-4, Kolejnymi rozcienczeniami zakazano 48-godzinng jednowarstwowyg hodowlg
k_om()rek Detroit 6 (po 0,1 ml danego rozcienczenia wirusa na probowke) i inkubo-
wano 1 godz. w temp. 37°C w celu adsorpcji wirusa. Nast¢pnie sciggano nic
?aadsorbowany wirus, zalewano tkanke swiezym ptynem ,M” i zakazone hodowle
inkubowano 72 godz. w 37°C. Kontrole opracowywano w taki sam sposéb. Po 72
godz. inkubacji tkanke barwiono czerwienig obojetng i liczono lysiny. Wynik po-
dano jako Srednig arytmetyczng z 4 probowek dla kazdego rozcienczenia. Procent
ha_mowania lub stymulacji procesu wewnatrzkomoérkowej replikacji i uwalniania
Wirusa obliczano w stosunku do kontroli. Wszystkie doswiadczenia powtarzano
trzykrotnie. Wyniki podano jako sredniy arytmetyczng z trzech powtérzen.

WYNKI BADAN

: Przed badaniem wplywu kationow dwuwartosciowych na replikacje
wirusa krowianki w hodowli komorek Detroit 6 wykonano badanie to-
ksycznosci testowanych kationow dla komérek Detroit 6 oraz wplywu
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tych kationéow na zewnatrzkomdrkowy inaktywacje wirusa krowianki
w 37°C. Dodanie do ptynu ,,M” kationéw Ba**, Ca** i Mg** w steze-
niach od 1073 do 10~7 M oraz inkubacja komadrek Detroit 6 w 37°C przez
48 godz. w obecnosci badanych kationéw nie powodowaly efektu cytopa-
tycznego w hodowli. Komoérki Detroit 6 po 48 godz. inkubacji z kationami
dawaty sie normalnie pasazowac¢ i namnazaly si¢ w tym samym czasie co
kontrola. Wskazniki przyrostu komoérek inkubowanych z roznymi nie-
toksycznymi stezeniami kationéw niewiele roznily sie w porownaniu ze
wskaznikiem przyrostu komoérek w kontroli (tab. 1). Wskaznik przyrostu
dla komoérek hodowanych w mieszaninie plynow Hanksa i Parkera z do-
datkiem 10% surowicy cielece] byl wyzszy, co moze by¢ zwigzane z obec-
noscig duzych ilosci skladnikow odzywczych. Obserwacje mikroskopowe
po wybarwieniu komoérek czerwienig obojetng i metody Giemsy wyka-
zywaly nieznaczne roznice morfologiczne miedzy komérkami inkubowa-

Tab. 1. Wplyw kationow na namnazanie komoérek Detroit 6 w pierwszym pasazu
po usunieciu kationéw
Influence of cations on the replication of Detroit 6 cells in the first passage after
removing cations

Liczba kom.'ml
po 48 godz. inkubacji

Stezenie Liczba kom.'ml ; 0
: - w plynie ,M
kawh%/'lm PO 48}?:&);’2;“’“" po usunieciu kationow pxl';];:cftu
]
Concentration Number of cells ' ml Sty oI.cells,m'l Increment
SRR e after 48 hrs. incubation hae%
s . L~ in ,,M” medium
in M incubation with cations after removing
of cations
10—¢ 278 666 880 000 3,1
10-3 314 200 910 000 2,8
BaHt=Ea]n=y 300 333 895 000 2,9
104 301 000 905 000 3,0
1052 294 300 960 000 3,2
10-3 300 000 925 000 3yl
10—¢ 320 000 899 000 2,8
CajiselDEs 298 000 980 000 3,2
10—¢ 340 000 087 000 2,9
10-7 315 000 975 000 351
10-3 305 000 967 000 3 i\
10—¢ 299 000 878 000 2,9
Mgt+ 10-% 289 000 890 000 3,0
10-6 320 000 940 000 2,9
10-7 311 000 920 000 2,9
w plynie
"M!'
in ,,M"
Kontrole medium 304 483 950 000 3,1
Controls  10%
H+P
in 10%

H+P 491 000 1 854 000 3,7
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Tab. 2. Wptyw Bat+*, Cat+, Mgt+ na pozakomérkowa inaktywacje wirusa kro-
wianki w temp. 37°C
Influence of Batt, Catf, Mgt+ on the extracellular
virus at 37°C

inactivation of vaccinia

% . 5 Zmiana liczby
zas in- ezenie . ot 8 tysin w %
aktywacji kationu Liczba lysin Procent tysin ** w czasie ***
Number : i

w godz. w M of plagues™ Plaques in % ** Variations in plaque
Inactiva- Cation s number in %
tion time concentra- in time ***

in hrs. tion in M

BateCars=.VIp Ba Ca Mg Ba Ca Mg
Kontrola 42 42 42 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

1¢-2 44 41 41 1042 976 97,6 1042 976 976
g 10— 43 39 40 1024 928 952 1024 928 952
10-5 46 38 41 1095 90,5 97,6 109,5 90,5 97,6

10-5 45 40 42 1070 952 100,0 1071 952 100,0

10-7 47 46 43 1119 1095 1024 111,9 1095 1024

Kontrola 41 41 41  100,0 100,0 100,0 97,6 97,6 97,6

10-3 43 39 41 1049 951 100,0 1024 928 976

b 10—4 43 37 41 1049 90,2 1000 1024 881 976
10-3 42 40 42 1024 97,6 1024 1000 952 100,0

106 41 40 41 1000 97,6 100,0 97,6 952 97,6

10-7 41 42 44 1000 1024 107,3 97,6 1000 97,6

Kontrola 37 37 37 1000 1000 1000 881 881 881

10-2 35 38 36 946 1027 97,3 81,5 90,5 85,1

3 10-¢ 33 41 37 892 1108 1000 785 97,6 88,1
10-3 37 43 37 1000 1162 100,0 88,1 1024 881

10-¢ 36 42 29 97,3 1133 784 851 100,0 69,0

10-7 38 41 37 1027 1108 100,0 90,5 97,6 88,1

Kontrola 34 34 34 100,0 100,0 100,0 80,1 80,1 80,

10-3 3 32 35 1059 941 1029 851 762 81,5

4 104 33 ¥R P iR S ol o 0T 905 15,00 1816
10-3 37 34 35 1088 1000 1029 881 801 81,5

10-¢ 35 34 36 1029 1000 1059 81,5 80,1 85,1

10-7 37 35 34 1088 1029 1000 881 815 80,1

Kontrola 28 28 28 100,0 1000 1000 66,7 66,7 66,7

10-3 23 30 33 821 101,01 1178 542 71,4 186

> 10—4 23 29 32 821 1036 1143 542 71,4 186
10-3 26 29 34 928 1036 1214 542 69,0 76,2

106 25 30 33 893 101,01 1107 61,9 69,0 80,9

Mo 10-7 28 31 31 1000 1000 100,0 595 71,4 78,6
Kontrola 24 24 24 57,1 57,1 57,1

10-3 21 25 29 81,5 1042 1208 50,0 59,5 69,0

8 10—¢ 21 27 21 815 1125 1125 500 643 64,3
10-3 23 25 29 958 1042 1208 54,2 59,5 69,0

10—6 20 26 26 833 1083 1083 47,6 61,9 61,9

10-7 22 26 28 91,7 1083 1167 524 61,9 66,7

* Liczba lysin w rozc. 10-43.

Number of plaques in dilution 10-43. .
Procent lysin obliczano w stosunku do kontroli w danym czasie.

Percentage of the plaques was estimated in relation to the control in the
given time.

-
e

s

Zmiane liczby lysin obliczano w stosunku do kontroh po 1 godz.

i Variations in the plaque number were estimated in relation to the controi
after 1 hr.

(1 1]

2 Annales, sectio C, t. XXXV
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nymi z kationami a kontrolg. Dotyczylo to przede wszystkim najwyzszych
stezen kationow, tj. 1072 i 1074 M. Komorki inkubowane z tymi steze-
niami kationow byly lekko zaokraglone i silniej zalamywaly swiatlo.
Zmiany te nie mialy jednak wplywu na dalsze namnazanie komérek
w czasie 48 godz. po usunieciu kationow (tab. 1). W mniejszych stezeniach
kationow zmiany te byly mniej wyrazne, a w najnizszych, tj. 10-7 M, nie
obserwowano zadnych zmian mikroskopowych. Badajagc wplyw Ca'*,
Ba** i Mg** na inaktywacje pozakomérkowa wirusa krowianki w 37°C
wykazano, ze w pierwszych dwoch godzinach inkubacji wirusa w plynie
»M” z dodatkiem odpowiednich stezen kationow oraz w kontroli miano
wirusa prawie nie uleglo zmianie (tab. 2). Po 5—6 godz. inkubacji nasta-
pil wyrazny spadek miana wirusa w kontroli, a w plynach z dodatkiem
roznych stezen kationow — nieco mniejszy niz w kontroli. Natomiast
w obecnosci Ca** i Mg** obserwowano wyrazna stabilizacje. Dla Ba**
réznice te byly mniej wyrazne, a miano wirusa zblizone do miana w kon-
troli (ryc. 1).

Wykazano hamujacy wplyw Ba'", Ca*' 1 Mg'"' na adsorpcje wirusa
krowianki w komoérkach Detroit 6. Procent zahamowania_adsorpcji. by}
najwyiszy w przypadkach Ca**, nastepnie Ba** w stezeniach 1073
1 1074 M. Dodatek Mg** tylko nieznacznie wplywal na proces adsorpcji
wirusa krowianki do komérek Detroit 6 (ryc. 2).

Badane kationy dzialaly hamujaco na penetracje wirusa krowianki.
Najsilniejszy efekt powodowalo dodanie Ca**, natomiast najstabszy Mg**
(ryc. 3). Badano uwalnianie si¢ wirusa do ptynu utrzymujacego po inku-
bacji 24, 48 i 72 godz. w 37°C z roznymi stezeniami kationow. W plynie

80

Plogues

70

Lysiry

Ryc. 1. Wplyw Mgt+, Cat+t, Batt na pozakomorkowa inaktywacje wirusa kro-
wianki w temp. 37°C
Influence of Mg**, Cat*, Bat* on the extracellular inactivation of vaccinia virus
at 37°C
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Ryc. 2. Wplyw kationéw dwuwartos-
ciowych Bat+, Cat+, Mgt+ na ad-
sorpcje wirusa krowianki
Influence of divalent cations Bat+,
Cat+, Mg++ on the adsorption of
vaccinia virus
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! uwalnianie wirusa krowianki. Piyn
po 48 godz.
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Ryc. 3. Wplyw kationéw Bat+, Catt,
Mgt+ na penetracje wirusa krowianki
Influence of cations Bat+, Cat+,

Mg++ on the penetration of vaccinia
virus :
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Ryc. 5. Wplyw Bat+, Cat+, Mg+t
na wewnatrzkomérkowg replikacje
i uwalnianie wirusa krowianki. Plyn
po 72 godz.
Influence of Bat+t, Cat*t, Mg*+t on the
intracellular replication and release of
vaccinia virus. The Medium after
72 hrs.

zebranym Po 24 godz. poza sporadycznymi przypadkami nie wykryto
obecnospi wirusa, natomiast po 48 godz. stwierdzono wirus o mianie wyz-
SZym niz w kontroli (ryc. 4). W plynie zebranym po 72 godz. inkubacji
Z roznymi stezeniami Ba** i Mg** nastepowal zawsze wzrost miana wi-
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rusa w porownaniu z kontrolg, natomiast w hodowli inkubowanej z do-
datkiem Ca** — zawsze spadek miana wirusa w poréwnaniu z kontrola
(ryc. 5). Badano plon wirusa w tkance po inkubacji z kationami przez
24, 48 1 72 godz. W kazdym czasie plon wirusa byl wyzszy w porownaniu
z kontrolg (ryc. 6—8). Najsilniejszy efekt stymulujagcy wewnatrzkomor-
kowg replikacje wirusa krowianki obserwowano w obecnosci Bat*, stab-
szy natomiast w obecnosci Mg*" i Catt. Wyzsze stezenia kationow (10 3
i 1074 M) silniej stymulowaly wewnatrzkomorkowg replikacje. Wraz ze
zmniejszeniem stezenia kationéw procent stymulacji malal.
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Ryc. 6. Wplyw kationéw Batt, Cat+,
Mg+t+ na wewnatrzkomorkowy repli-
kacje wirusa krowianki. Tkanki po
24 godz. inkubacji z kationem
Influence of cations Bat+, Catt,
Mgt++ on the replication of vaccinia
virus. The cell cultures after 24 hrs.
incubation with cation
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Ryc. 7. Wplyw kationow Batt, Cat+,
Mgt+ na wewnatrzkomorkowa repli-
kacje wirusa krowianki. Tkanki po
48 godz. inkubacji z kationem
Influence of cations Batt, Cat+,
Mg++ on the replication of vaccinia
virus. The cell cultures after 48 hrs.
incubation with cation

Ryc. 8. Wplyw kationow Bat+, Catt,
Mg+t na wewnatrzkomérkowa repli-
kacje¢ wirusa krowianki. Tkanki po
72 godz. inkubacji z kationem
Influence of cations Bat+, Catt,
Mg++ on the replication of vaccinia
virus. The cell cultures after 72 hrs.
incubation with cation
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DYSKUSJA

Jony metali sa waznym skladnikiem wszystkich organizméw zywych,
Przy ich bowiem udziale zachodzi caly szereg procesow przemiany ma-
terii, wzrost i rozwoj, co zapewnia prawidiowe funkcjonowanie zaréwno
najprostszych, jednokomoérkowych form organizméw zywych, jak i czlo-
wieka. Jony metali dwuwartosciowych moga utrzymywaé stabilizacje
trzeciorzedowej struktury czastek niektérych bialek (4) i kwaséw nuklei-
nowych (3). Inicjacja syntezy RNA oraz transkrypcja RNA zalezne sj
od obecnosci kationéw dwuwartosciowych, co wiyze sie z aktywacja spe-
cyficznej polimerazy RNA (17). Liczne obserwacje wykazaly, ze rozne
typy cykli metabolicznych w komérkach roslin, zwierzat i bakterii zalezg
od obecnosci odpowiedniej ilosci kationow dwuwartosciowych, ktore za-
Pewniaja utrzymanie Srodowiska reakcji enzymatycznych o odpowiedniej
sile jonowej, wplywaja na kinetyke i rownowage prawidlowych reakcji
metabolicznych oraz zapewniaja réwnowage wigzan elektrostatycznych
(19). Wplyw kationéow na replikacje wirusow byl tematem szeregu publi-
kacji. Obecnos¢ kationow dwuwartosciowych konieczna jest do elektro-
statycznego wigzania wirusa z komoérky gospodarza (14). Adsorpcja wi-
ruséw zwierzecych, np.: poliovirus i coxackie do komérki nerki malpy,
byla przyspieszona w obecnosci 107 M Mg** lub Ca** (1). Penetracja
wielu wiruséw bakteryjnych zalezala od obecnosci w podiozu lub dodat-
ku do podloza jonow Ca*' (8). Byé moze, roznice w adsompcji roznych
wiruséw do komoérki gospodarza s3 zwigzane z mozliwosciag wystepowania
ha powierzchni komérki odpowiednich receptorow komoérkowych lub la-
dunkow elektrostatycznych. W naszych badaniach wykazano hamujgcy
wplyw Ba**, Ca** i Mg** na adsorpcje i penetracje wirusa krowianki
do komérek Detroit 6.

Dodatek jonéw metali moze prowadzi¢ do wysycenia odpowiednich
\_quzar’) elektrostatycznych przed adsorpcjy wirusa, hamujac w ten sposob
Jego adsorpcje do komorki gospodarza. Badane kationy dzialaly stymulu-
Jaco na wewngtrzkomoérkows replikacje i uwalnianie wirusa z komoérek
Detroit 6. Wyisze stezenia kationow, tj. 1073—1074, silniej stymulowaly
We“_’niltrzkmm')rkowa; replikacje, zmniejszone dawki kationow 1073 do
107 powodowaly zmniejszenie stymulacji. Podobnie Koch i Emse
(7) obserwowali zwiekszenie uwalniania wirusa polio typu I z hodowli
nerki malpy w obecnosci jonow magnezu. Przy zmniejszonych dawkach
e M W roznych fazach cyklu replikacyjnego wykazano zmniejszenie
uwalniania wirusa. Uzaleznione jest to od dawki kationu, jak wykazal
Koch (8), i zwigzane z dzialaniem ATP-azy, ktorej stabilizacja przy
pqmogy kationé6w moze mie¢ wplyw na uwalnianie wirusa (16). Scol-
nik i wsp., badajac zapotrzebowanie na kationy dwuwartosciowe syste-
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mu komoérka—wirus wykazali, ze polimeraza DNA zalezna od RNA, wy-
stepujaca u wiruséw bialaczki mysiej, raka sutka u myszy i myeloblasto-
zy ptasiej, wymaga obecnosci jonow Mg** do optymalnej aktywnosci (16).
Dodanie do wczesnych enzymoéw aktywujacych metali dwuwartosciowych
moze powodowac, ze dzialajg one jak koderepresor lub jako korepresor
genu operatora, ktéry kontroluje tworzenie syntetaz dla wtérnego meta-
bolizmu bialek w komaérce (23). Jest mozliwe, ze wirusy w czasie ich prze-
bywania poza komédrka moga korzystac z jonow niektérych metali jako
z czynnikéw chronigcych ich przed podwyzszong temperatura lub enzy-
mami destrukcyjnymi. W przedstawionych wyzej badaniach obserwowa-
no stabilizacje wirusa krowianki w obecnosci kationéow Ca** i Mg**
w czasie 5—6 godz. inkubacji w temp. 37°C. Jest to zgodne z obserwacja-
mi Wallisa (20), ktéry wykazal, ze sole magnezu zwiekszajy stabilnos¢
enterowirusow i reowiruséw w roéznych temperaturach, np.: 1 M MgCl,
lub MgSOy chroni calkowicie populacje poliowirusa w temp. 24°C przez
25 dni i 1—2 godz. w temp. 80°C, podczas gdy kontrole wykazywaly od-
powiednio tylko 20% przezywalnosci i catkowita inaktywacje. Zywa szcze-
pionka doustna polio w szczelnie zakorkowanych probowkach o pH 6,4
moze by¢ przechowywana bez utraty aktywnosci ok. 1 roku w temp. 4°C,
jezeli zawiera 1 M MgCl, (10). Wiekszos¢ badan dotyczacych dziatania
kationéw znalazla praktyczne zastosowanie, np. do zahamowania choro6b
wirusowych roslin lub przyspieszenia produkcji szczepionki wirusa polio
oraz do przedluzenia trwalosci szczepionki. Czynione préby zmierzajg do
zmtany rownowagi jonéw metali wystarczajacej do zmiany szybkosci
i rozmiaru replikacji wirusa, ale nie powodujgcej zmian biochemicznych
w przemianach wilasnych komoérki gospodarza.
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PE3IOME

U3yyeno BanaHue aobaBienua JBYyXBaJleHTHbIX KaTMOHOB 6apud, KaJabLMA M Mar-
HMA Ha peNJMKalLMIO BUpyca OCMOBaKLUIibl B KyJbType Kinerok Detroit 6. 3Tu kaTuo-
HbI TOPMO3AT aacop6lLMI0 M MeleTpauMio BUPyCa, HO CTUMYJIUDPYIOT BHYTPUKJIETOYHYIO
penaukauMio u ocBoboxkAaeHue BUpyCa M3 KJETKU. OTU IKe KaTHOHbl AEUCTBYIOT
crabunu3upyiloule Ha BUpyC, Haxoaswmica Bue kyeTky. Iloayueniible paiiibie cCpan-
HEHb! C JaHHbIMU, NPMBENEHHBIMU B JIMTEpaType.

SUMMARY

The effect of divalent cations of barium, calcium and magnesium on the
replication of vaccinia virus in Detroit 6 cell cultures was investigated. The results
have shown that the cations used in the experiments caused inhibition of the ad-
sorption and penetration of vaccinia virus but stimulated its replication and
release. Extracellular particles of vaccinia virus were stabilized by the examin-
ed cations.



