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Comparison of Interference Capacity of Nucleic Acids in the Culture of Detroit-6 
Cells and in Fibroblasts of the Chicken Embryo

Od dłuższego czasu poszukuje się induktorów powodujących wytwo
rzenie dużych ilości interferonu. Induktory takie są aktywne w różnych 
układach i systemach komórkowych. Jakkolwiek rośnie ich liczba, to 
stwierdza się ciągle jeszcze brak odpowiedniego czynnika, który stymulo
wałby produkcję interferonu w zadowalającym stopniu, a tym samym za
bezpieczałby organizm ludzki czy zwierzęcy przed infekcją wirusową.

MATERIAŁY I METODY

Szczepy wirusowe, bakteryjne, rośliny, zwierzęta doświadczalne, hodowle tkan
kowe oraz metody izolacji kwasów nukleinowych i ich oznaczenia przedstawiono 
we wcześniejszej pracy (12).

WYNIKI

W celu dokonania dokładniejszej interpretacji doświadczeń, przedsta
wionych w dwu poprzednich pracach (12—13), wybrano i porównano naj
efektywniejsze dawki kwasów nukleinowych powodujących maksymalną 
interferencję na FZK i Dtr-6.

Stosując DNA 4AL7/L8 w dawce 5 pg/ml na FZK otrzymano szczyt
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interferencyjny już po 3 godz. inkubacji, natomiast w hodowli komórek 
Dtr-6 szczyt ochrony o tej samej aktywności stwierdzono dopiero po
4-krotnie dłuższej inkubacji z tkanką (ryc. 1).

DNA-vacc II, podobnie do DNA 4AL7/L8, dawał inny przebieg inter
ferencji na tkance pierwotnej, a inny na linii ciągłej. W przypadku 
indukcji interferencji na FZK ochrona tkanki była wyższa o 10% niż w 
hodowli komórek Dtr-6 po 3 i 6 godz. indukcji. Maksymalny procent inter
ferencji na Dtr-6 otrzymano pod wpływem 10-krotnie wyższej dawki 
DNA-vacc II niż na hodowli FZK. Indukcja interferencji na FZK pod 
wpływem DNA-vacc II wymagała krótszego czasu inkubacji tak samo jak 
w przypadku DNA 4AL7/L8 maksimum osiągała po 3 godz. W hodowli 
komórek Dtr-6 niewiele wyższe maksimum interferencji stwierdzono po 
4-krotnie dłuższym czasie inkubacji (ryc. 1).

Ryc. 1. Aktywność interferencyjna DNA 4AL7/Ls i DNA-vacc II; 1 — w hodowli 
komórek fibroblastów zarodka kury, 2 — w hodowli komórek Dtr-6, 3 — pod wpły

wem działania DNazy
Interference activity of DNA 4AL,/L3 and DNA-vacc II; 1 — in fibroblasts’ culture 
of the chicken embryo, 2 — in the culture of Dtr-6 cells, 3 — under the influence 

of DN-ase

RNA-WMT II FZK indukuje najwyższą interferencję przy zastosowa
niu dawki 10 pg/ml, natomiast w hodowli komórek Dtr-6 najwyższy sto
pień ochrony uzyskano stosując dawkę 25 pg/ml, czyli 2,5-krotnie wyższą 
ilość kwasu nukleinowego (ryc. 2).

Interferencja wywołana pod wpływem RNA-KZM na tkance pierwot
nej była wyższa aniżeli w hodowli komórek Dtr-6. Mimo zastosowania
5-krotnie wyższej dawki maksimum interferencji pod wpływem RNA- 
-KZM w hodowli komórek Dtr-6 było o 12% niższe od maksimum inter
ferencji na FZK (ryc. 2).

Wszystkie przebadane kwasy nukleinowe wywoływały interferencję 
zarówno na tkance pierwotnej, jak i na linii ciągłej. Interferencja wywoła
na przez DNA była niska, zwłaszcza w przypadku DNA wirusa krowianki 
(DNA-vacc I i II) na FZK. Ochrona FZK przez oba przebadane RNA była
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Ryc. 2. Aktywność interferencyjna RNA—WMT IX i RNA—KZM; 1 — w hodowli 
komórek fibroblastów zarodka kury, 2 — w hodowli komórek Dtr-6, 3 — pod wpły

wem działania RNazy
Interference activity of RNA—WMT II and RNA—KZM; 1 — in fibroblasts’ culture 
of the chicken embryo, 2 — in the culture of Dtr-6 cells, 3 — under the influence 

of RN-ase

tylko w niewielkim procencie wyższa od ochrony wywołanej przez DNA. 
Ochrona Dtr-6 indukowana przez RNA i DNA przy najefektywniejszych 
dawkach ustalała się na jednym poziomie, nie przekraczając 50% inter
ferencji po 12 godz. inkubacji.

Optymalne dawki kwasów nukleinowych, konieczne do indukcji inter
ferencji na tkance Dtr-6, były duże. W przypadku DNA~vacc II i RNA- 
-WMT II wynosiły 25 pg/ml, a w przypadku RNA-KZM i DNA faga 
50 ąg/ml. Nie stwierdzono istotnych różnic w indukcji interferencji przez 
DNA i RNA w hodowli komórek Dtr-6. Interferencja wywołana przez 
RNA i DNA na FZK była bardziej zróżnicowana. Pod wpływem DNA 
stwierdzono niską ochronę, RNA chronił tkankę w wyższym stopniu. Sto
sując RNA jako induktor, otrzymano najwyższy stopień ochrony tkanki 
(61,5%). Dawki kwasów nukleinowych potrzebne do indukcji interferencji 
na FZK były dużo niższe niż w komórkach Dtr-6. DNA 4AL7/L8 i DNA- 
-vacc II powodują najwyższą ochronę po 3 godz. przy dawce 5 [ig/ml, 
a RNA-WMT II i RNA-KZM po 6 godz. przy dawce 10 jig/ml (ryc. 3).

Komórki FZK były bardziej wrażliwe na interferencyjne działanie 
kwasów nukleinowych aniżeli Dtr-6. Na obu przebadanych tkankach 
otrzymano ok. 50% ochrony, jednakże dawki kwasów nukleinowych indu
kujące interferencję były 2,5-, 5-, 10-krotnie wyższe na Dtr-6 aniżeli sto
sowane na FZK.

Na ryc. 1—2 przedstawiono również wykresy aktywności interferen
cyjnej omawianych kwasów nukleinowych poddanych działaniu nukleaz. 
Nukleazy całkowicie redukowały aktywność interferencyjną badanych 
kwasów nukleinowych. We wszystkich przebadanych interferencjach 
stwierdzono obecność interferonu.
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Ryc. 3. Maksymalne zdolności interferonogenne kwasów nukleinowych w hodowlach 
komórkowych fibroblastów zarodka kury i Dtr-6; 1 — DNA 4AL.7/L8, 2 — DNA- 

-vacc II, 3 — RNA—WMT II, 4 — RNA-KZM 
Maximum interference capacities of nucleic acids in the culture of Detroit-6 cells 
and in fibroblasts of the chicken embryo; 1 — DNA 4AL7/L8, 2 — DNA-vacc II, 

3 — RNA-WMT II, 4 — RNA-KZM

DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach wykazano efektywność kwasów nu
kleinowych jako interferonogenów. Przebadanie interferencji pod wpły
wem dwu kwasów nukleinowych pochodzących z różnych wirusów pato
gennych dla zwierząt, człowieka, roślin i bakterii w dwu tkankach: pier
wotnej i ciągłej, pozwala na dokładniejszą obserwację interferencji i zna
lezienie bardziej optymalnych warunków wywołujących to zjawisko. Uzy
skany poziom interferencji zależny był od rodzaju kwasu nukleinowego, 
jego dawki, czasu indukcji i rodzaju tkanki. Badania Tytella i współ
prac. (17) z RNA Reo-3 wykazały, że już dawka 0,4 ug RNA zabezpieczała 
jednowarstwową hodowlę tkankową nerki królika przed wirusem VSV. 
Również niewielka dawka 0,5 ug tego preparatu podana królikom dawała 
maksimum produkcji interferonu już po 2 godz.

Podobne dane przedstawili również w swojej pracy Field i współ
prac. (6) z MS2-RF-RNA, indukując interferon u królików. Jednakże 
szczyt produkcji interferonu stwierdzili po 4 godz.

Doskocil i współprac. (5) oraz Fuchsberger i współprac. (8) 
stosowali 10-krotnie większą dawkę niż Ty tell i współprac. (17) oraz 
Field i współprac. (6). Podając 5 pg do RNA faga f2 myszkom dożylnie 
uzyskano 80% przeżywalności myszy zakażonych EMC. Przy podskórnym 
podaniu tego preparatu stosowano 10-krotnie większą dawkę, otrzymy
wano również 80% przeżywalności myszy. Kleinschmidt i współ-
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prac. (10), Lampson i współprac. (14) stosowali jeszcze wyższe dawki 
indukujące kwasów nukleinowych, uzyskując bardzo wysoki poziom 
ochrony myszy w stosunku do grupy kontrolnej.

Fuchsberger i współprac. (8) przebadali wpływ RNA f2 w róż
nych dawkach na liniach tkankowych; komórkach ludzkich, mysich L, 
FZK, otrzewnowych leukocytach mysich, stwierdzając stymulację inter
feronu jedynie w otrzewnowych leukccytach mysich. W zależności od 
rodzaju tkanki, jak wykazali Kawade i współprac. (9) RNA fagowe 
(RNA-MS2) może wykazywać dwojakiego rodzaju działanie, bądź jako 
induktor, bądź jako czynnik hamujący produkcję interferonu.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, że pod wpływem badanych 
kwasów nukleinowych, zarówno w hodowli pierwotnej, jak i Dtr-6, inter
feron jest produkowany. Intensywność produkcji interferonu zależy od 
dawki induktora i czasu jego działania. W przypadku RNA-KZM i RNA- 
-WMT II na FZK najintensywniejszą ochronę stwierdzono po 6 godz. 
inkubacji, stosując dawkę 10 ąg/ml.

W hodowli komórek Dtr-6 najlepszą ochronę pod wpływem obu kwa
sów rybonukleinowych stwierdzono po 12 godz. inkubacji, ale dawki tych 
kwasów, dające najlepszą ochronę tkanki, były różne. Ten sam poziom 
interferencji uzyskiwano stosując 25 ąg/RNA-WMT/ml i 50 Lig RNA- 
-KZM/ml.

Zastosowanie rybonukleazy trzustkowej, działającej inaktywująco na 
jednoniciowe RNA (16) spowodowało u obu przebadanych RNA utratę 
aktywności interferencyjnej.

Przyjmuje się, że podstawą indukcji interferonu przez kwasy nuklei
nowe jest ich dwuniciowość. Jednakże istnieje sporo prac wykazujących 
również efektywność jednoniciowych pasm RNA (1, 2, 7, 15, 18). Takie 
jednoniciowe RNA jest bardziej wrażliwe na rybonukleazę i dlatego, być 
może, nie zawsze jest możliwe wykazanie ich zdolności interferonogen- 
nych. Przedstawione wyniki badań znajdują potwierdzenie w badaniach 
De C 1 er c q a i współprac. (3), którzy stwierdzają, że badanie induk
cji interferonu przez jednoniciowe RNA jest zależne od zastosowania 
104 razy większej dawki niż wymagane to jest dla struktur dwuniciowych.

Zastosowane w tej pracy dawki RNA wirusa kleszczowego zapalenia 
mózgu i wirusa mozaiki tytoniu są bardzo wysokie w porównaniu ze sto
sowanymi przez Tytella i współprac. (17), Lampson a i współ
prac. (14), Field a i współprac. (6), Doskocila i współprac. (5), 
Fuchsbergera i współprac. (8) dawkami dwuniciowego RNA poda
wanego zwierzętom doświadczalnym.

Chociaż większość badań wskazuje na efektywność dwuniciowej struk
tury, to jednak niewiele jest wyników z dwuniciowymi DNA, które ze
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względu na dwuniciowość, powinny być efektywnymi komponentami 
interferonogennymi.

Nie udało się tego wykazać Kleinschmidtowi i współprac. (11), 
którzy próbowali zastosować DNA faga T4 jako induktora interferonu. 
De C ler c q i współprac. (4) w badaniach z syntetycznymi kwasami 
dezoksyrybonukleinowymi poli dD:dC, poli dA:dT, poli sAT:AT i DNA 
faga tylko przy wysokich koncentracjach (4—40 gg/ml) wykazali przeciw- 
wirusową aktywność.
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PE3IOME

npeflCTaBJieHW pe3yjibTaTbi nccJieflOBannfi HBJiennH MHTep<J)epeHqMM, npoBOflH- 
mbix Ha flByx TKaiiHx: npoTonaTMHecKOfi (<J)n6po6jiacT 3apoflbima Kypnubi) u cnjioru- 
HOii (nejioBenecKoro npoMcxoxrflenna Detroit-6). B KanecTBe MHfliocaTopoB npMMe- 
HHJIMCb pn5OHyKJieMHOBbie H fle3OKCHpn6OHyKJieMHOBaH KMCJIOTbl, BblflejieHHbie M3 
naTOreHHbix BupycoB ajih jiwfleii m >KMBOTHbix, naTOreHHOro Bupyca flJia pacTeHMM 
m H3 SaKTepwocbara. Pn6onyKJienHOBbie KHCJiOTbi npoHBHjiH Hamiyniuyio MHgyKąmo 
MHTepcbepeHijHM na d»i6po6jiacTax 3apoflbima Kypnijbi npn npHMeneiiMM fl03bi 10 |tg/ml 
nocjie 6 nacOB MHflyKijMH.

SU MM AR Y

The results of the studies on interference in two tissues: primary (chicken 
embryo fibroblasts) and continuous (Detroit-6 of human origin) have been presented. 
As inductors, ribonucleic and deoxyribonucleic acids from viruses pathogenic for 
humans and animals, from a virus pathogenic for plants, and from a bacteriophage 
were used. The ribonucleic acids examined showed the best interference induction 
in fibroblasts of the chicken embryo with a dose of 10 p.g/ml after 6 hr induction.




