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Szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mózgu 
jako stymulatory produkcji interferonu

LLlTaMMbi BMpyca K/iemeBoro aHuecfianMTa kbk CTMMynjiTopbi npoflyKUMM MHTepcpepoHa

Strains of Tick-borne Encephalitis Virus as the Stimulators of Interferon 
Production

Punktem zwrotnym w badaniach nad zjawiskiem interferencji było 
wykrycie interferonu przez Isaacsa i Lindenmana w r. 1957. Interferon 
otrzymywano w różnych systemach wirus — komórka in vitro i in vivo 
w organizmie człowieka i zwierząt doświadczalnych. Ścisła definicja in
terferonu nie jest dotychczas ustalona. Na ogół interferonami nazywa się 
substancje o cechach białek, odznaczające się swoistością gatunkową, 
mające zdolność do hamowania wewnątrzkomórkowej replikacji wiru
sa (8). Interferony są inhibitorami wewnątrzkomórkowej syntezy wiru
sów RNA oraz DNA, wirusów cytopatycznych i onkogennych (4). Inter
ferony pojawiają się w komórce po zadziałaniu na nią bodźców zwanych 
induktorami. Najsilniejszymi znanymi induktorami syntezy interferonu 
są wirusy. Praktycznie każdy wirus może indukować syntezę interfero
nu, jeżeli zadziała na odpowiednio wrażliwe komórki. Najlepszymi in
duktorami produkcji interferonu okazały się Myksowirusy i Arbowirusy. 
Spośród Arbowirusów jako stymulatorów produkcji interferonu stosowa
no wiele wirusów, między innymi używano również wirusa kleszczowego 
zapalenia mózgu (5, 6, 10).

Przydatność wirusa kleszczowego zapalenia mózgu jako stymulatora 
produkcji interferonu jest bezsporna. Namnaża się on w komórkach, prze
ważnie nie powodując ich degeneracji, a przy tym wykazuje bardzo sze
rokie spektrum działania w stosunku do komórek różnego pochodzenia. 
Z dobrym skutkiem stosowano różne szczepy wirusa kleszczowego zapa-
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lenia mózgu jako stymulatory produkcji interferonu. Dotychczas nie 
przeprowadzono jednak badań porównawczych, stymulując produkcję in
terferonu jednocześnie przez kilka szczepów wirusa. Postanowiono więc 
porównać szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mózgu różnego pocho
dzenia jako stymulatory produkcji interferonu. W badaniach nad aktyw
nością uwzględniono różny okres podania interferonu przed podaniem 
wirusa dokażającego i różną koncentrację inhibitora.

MATERIAŁY I METODYKA

Wirusy. Do badań użyto jako stymulatorów produkcji interferonu czterech 
szczepów wirusa kleszczowego zapalenia mózgu. Dwóch szczepów izolowanych 
na terenie Polski — szczep K5 i szczep Kłodobok, jednego szczepu izolowanego 
w Związku Radzieckim — szczep Chabarowsk i jednego szczepu izolowanego 
w Czechosłowacji — szczep Hypr. Szczep K5 otrzymano z Instytutu Medycyny 
Morskiej w Gdańsku, pozostałe trzy szczepy z Państwowego Zakładu Higieny 
w Warszawie. Jako wirusa dokażającego używano wirusa krowianki, który poda
wano w dawce 100 TCID50 na jedną probówkę.

Tkanki i płyny tkankowe. Interferon produkowano w komórkach 
Detroit 6 oraz w tych samych komórkach sprawdzano jego aktywność. W celach 
porównawczych aktywność interferonu określano również w komórkach FL. Tkan
ki hodowano w zmodyfikowanym płynie Syvertona i Scherera (6) z dodatkiem 
10% surowicy cielęcej. Ten sam płyn był płynem utrzymującym, jedynie zawartość 
surowicy zmniejszano do 1%.

Otrzymywanie interferonu. Interferon otrzymywano przez zakaże
nie wyrośniętych 48-godzinnych hodowli komórek Detroit 6 odpowiednim szczepem 
wirusa kleszczowego zapalenia mózgu. W celu zwiększenia właściwości interferono- 
twćrczych zawiesinę wirusa poddawano działaniu temp. 37°C w ciągu 24 godz. (3). 
Wirusa kleszczowego zapalenia mózgu wprowadzano w dawce ok. 100 LD50 na pro
bówkę. Zakażone hodowle inkubowano w temp. 37°C w ciągu 4 dni. Następnie 
płyn utrzymujący usuwano, tkankę przemywano buforem Earle’a, do każdej pro
bówki zakażonej tkanki dodawano po 0,1 ml buforu Earle’a i zamrażano w temp. 
— 20°C. Po odmrożeniu zawartość probówek wytrząsano przez godzinę i wirowano 
przez 20 min. przy 4500 obr./min. Płyn znad osadu sączono przez błony gradokolo- 
we o średnicy por 10 do 20 mu. Przesącz był źródłem interferonu. Stwierdzono, 
że w ten sposób przygotowany preparat jest niepatogenny dla białych myszek przy 
zakażeniu domózgowym i nie jest neutralizowany przez swoistą, skierowaną prze
ciwko kleszczowemu zapaleniu mózgu, surowicę odpornościową. Stwierdzono, że 
wirus kleszczowego zapalenia mózgu poddany działaniu swoistej surowicy odpor
nościowej nie interferuje (5, 7). Otrzymany preparat nie tracił aktywności w pH 2. 
A więc przygotowany czynnik wykazywał właściwości interferonu. Otrzymane 
preparaty dodawano do płynu utrzymującego w takich ilościach, aby otrzymać 
kolejne, dwukrotne rozcieńczenia, rozpoczynając od rozcieńczenia 1 :4.

WYNIKI BADAN

Pierwszą serię doświadczeń wykonano z preparatem zawierającym 
interferon, otrzymany w komórkach Detroit 6 pod wpływem szczepu
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K5 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu. W przeprowadzonych doświad
czeniach przebadano wpływ koncentracji i czasu działania interferonu 
na właściwości cytopatyczne wirusa krowianki. Wirusa dokażającego po
dano w różnym czasie: 0, 3, 12 i 24 godz. po potraktowaniu komórek inter
feronem. Preparat interferonu wprowadzono we wzrastających rozcieńcze- 
niach — od 1:4 do 1:64. Z przeprowadzonych badań wynika, że stopień 
zabezpieczenia komórek zależny jest w stosunku wprost proporcjonalnym 
od koncentracji interferonu oraz od czasu jego dodania do komórek przed 
wprowadzeniem wirusa dokażającego (ryc. 1). Najlepsze zabezpieczenie 
komórek uzyskano, gdy interferon wprowadzono na 12 godz. przed do-

Ryc. 1. Wpływ koncentracji i czasu działania interferonu na właściwości cytopa
tyczne wirusa krowianki

Effect of the concentration and time of interferon action on the cytopathic 
properties of vaccinia virus

daniem wirusa krowianki. Nieco gorsze, ale również pozytywne, wyniki 
zanotowano, gdy interferon podano równocześnie z wirusem dokażają- 
cym albo w 24 godz. przed wirusem.

W następnych doświadczeniach przebadano równocześnie wszystkie 
cztery preparaty interferonu, otrzymane pod wpływem czterech bada
nych szczepów wirusa kleszczowego zapalenia mózgu. Stwierdzono (ryc. 
2), że trzy preparaty interferonu, otrzymane pod wpływem szczepów K5, 
Chabarowsk i Kłobodok, działają najskuteczniej, gdy są podane na 12 
godz. przed wirusem dokażającym, jedynie interferon otrzymany pod 
wpływem wirusa Hypr działa lepiej po 6 niż po 12 godz.

Na zakończenie prześledzono aktywność wszystkich wyprodukowa
nych interferonów w stosunku do cytopatycznego działania wirusa kro-
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wianki w optymalnym dla większości preparatów czasie 12 godz. Oka
zało się, że nie wszystkie szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mózgu 
są jednakowo dobrymi stymulatorami produkcji interferonu. Zdecydo
wanie najlepszym stymulatorem okazał się szczep Kłodobok. Nieznacz
nie ustępują mu pod względem właściwości interferonotwórczych szczepy 
K5 i Chabarowsk. Uwzględniając nawet poprawkę, że czas 12 godz. nie

—«•»— - Ktedobok ............. Chabarowsk

Ryc. 2. Czas działania interferonu w rozcieńczeniu 1 : 32 
Time of the action of interferon at the dilution 1 :32

jest optymalny dla działania interferonu otrzymanego pod wpływem 
szczepu Hypr, właśnie ten szczep okazał się najmniej przydatny spośród 
czterech przebadanych szczepów do stymulacji produkcji interferonu 
(ryc. 2 i 3). Otrzymane preparaty interferonu okazały się aktywne w nie
co mniejszym stopniu w stosunku do komórek FL.

OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAN

Wirus kleszczowego zapalenia mózgu może być stymulatorem czyn
nika zabezpieczającego silniej tkanki homologiczne niż heterologiczne, 
zachowującego stabilność w środowisku o pH 2, niepatogennego dla my-
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Ryc. 3. Wpływ koncentracji interferonu, podanego w optymalnym czasie (12 godz.), 
na właściwości cytopatyczne wirusa krowianki 

Effect of the interferon concentration given during the optimum time (12 hrs) on 
the cytopathic properties of vaccinia virus

szek przy szczepieniu domózgowym, czynnika, którego aktywności, 
w przeciwieństwie do wirusa, nie można inaktywować surowicą prze- 
ciwwirusową — a więc czynnika wykazującego właściwości interferonu. 
V i 1 c e k (10) i Z e m 1 a (11) podają, że interferony otrzymane pod wpły
wem wirusa kleszczowego zapalenia mózgu posiadają takie same właści
wości fizyczne i chemiczne oraz taki sam sposób działania jak inne in
terferony. Wykazują znaczny stopień oporności na temp. 75°C, co nie 
jest właściwe innym inhibitorom tego typu. Pod wpływem czterech 
szczepów wirusa kleszczowego zapalenia mózgu otrzymano cztery pre
paraty zawierające interferon. Wykazały one działanie zabezpieczające, 
jeżeli były podane jednocześnie z wirusem dokażającym, jak i na 24 godz. 
przed podaniem wirusa. Najaktywniejsze działanie otrzymanego inhibi
tora przypada na okres między 6 i 12 godz. przed podaniem wirusa cy- 
topatycznego. Wyniki są zgodne z wynikami opublikowanymi przez in
nych autorów. Paucker i B o x a c a (9) oraz Czerniecow (2) po
dają, że interferony działają najsilniej, jeżeli są podane na kilka do kil
kunastu godzin przed podaniem wirusa.

Przydatność wirusa kleszczowego zapalenia mózgu do badań nad in
terferencją jest duża ze względu na jego słabe właściwości cytopatyczne 
i dużą wrażliwość na działanie interferonu (1). Przeprowadzone badania- 
wykazały, że nie wszystkie szczepy wirusa kleszczowego zapalenia móz
gu w jednakowym stopniu stymulują produkcję interferonu. Z przeba
danych szczepów szczep Kłodobok wykazywał bardzo silne właściwości 
interferonotwórcze w przeciwieństwie do małej aktywności szczepu Hypr.

2 Annales, sectio C, vol. XXVI
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Wszystkie badane szczepy są stymulatorami produkcji interferonów, któ
rych właściwości zabezpieczające utrzymują się na pewnym, ulegającym 
małym wahaniom, poziomie, aż do rozcieńczenia 1:32, aby w następnym 
rozcieńczeniu (1:64) obniżyć się w sposób istotny (ryc. 1 i 3).

WNIOSKI

1. Nie wszystkie szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mózgu w jed
nakowym stopniu stymulują produkcję interferonu.

2. Interferon otrzymany pod wpływem wirusa kleszczowego zapale
nia mózgu działa najaktywniej po 12 godz.
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PE3ŁOME

M3 npoBefleHHbix MccneflOBaHMM cneflyeT, mto He Bce LUTaMMbi BMpyca 
K/iemeBoro aHuecpajiMTa sBnstOTcn xopoiiJMMM cTMMynsTopaMM npoflyKUMM 
MHTepcfjepoHa. rionyHeHHbiM MHTeptpepoH nymne Bcero oóecneMMBaeT 6e3O- 

nacHOCTb K/ieTKM ot UMTOnaTkmecKoro fleMCTBMS BMpyca, ec/iM ero BBecTM 
Ha 12 HacoB paHbiue MHTepcpepoBaHHoro BMpyca.

SUMMARY

The investigations showed that not all the strains of tick-borne en- 
cephalitis virus well stimulated the production of interferon. The ob- 
tained interferon protected the cells against the cytopathic effect of 
infectious virus best of all when it was applied 12 hours before the virus.
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