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Interference Stimulated by Tick-Borne Encephalitis Virus in Embryo Celi Cultures

Najlepiej poznanymi induktorami interferonu (If) są wirusy, wśród 
nich największy udział wykazują myksowirusy i arbowirusy. Arbowirusy 
wykazują interferencyjne działanie w stosunku do wielu cytopatycznych 
wirusów in vitro i in vivo (12). Wirus kleszczowego zapalenia mózgu 
(KZM), należący do arbowirusów, namnaża się w różnych komórkach 
zwierząt i zwykle nie powoduje ich degeneracji. Jednocześnie jest dobrym 
stymulatorem interferonu in vitro i in vivo. Dzięki tym właściwościom 
wirus kleszczowego zapalenia mózgu stosowany jest jako stymulator inter
ferencji (4, 11).

Celem wykonanej pracy były badania porównawcze nad określeniem 
przydatności komórek embrionalnych różnych zwierząt do interferencji 
stymulowanej wirusem kleszczowego zapalenia mózgu. Badano interfe
rencję szczepu K5 wirusa KZM z wirusem Vaccinia w hodowli komórek 
nerki płodu krowy, w hodowli fibroblastów zarodka myszy oraz w hodowli 
fibroblastów zarodka kury. Badania te miały wyjaśnić, która z łatwo 
dostępnych tkanek jest najbardziej odpowiednim modelem do badań nad 
interferencją.

MATERIAŁ I METODY

Szczepy wirusów: szczep K5 wirusa kleszczowego zapalenia mózgu izo
lowano w r. 1957 z larw kleszcza Ixod.es ricinus w Instytucie Medycyny Morskiej

Ixod.es
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w Gdańsku (5). Wirus KZM pasażowano wielokrotnie na myszkach. Wirus krowianki 
izolowano ze szczepionki otrzymanej z Wojewódzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiolo
gicznej w Lubiinie w r. 1S64. Szczep ten pasażowano w hodowli komórek Detroit 6. 
Szczepy wirusów przechowywano w stanie zamrożonym w temp. —20°C.

Hodowle komórek: hodowlę tibroblastów zarodka kury (FZK) otrzymy
wano metodą . ca-iuaid ?wą po trypsy.iowaniu 10—11-dniowych zarodków. Hodowle 
fibroblastów.zarodka myszy :7ZM) otrzymywano metodą standardową po trypsyno- 
wri. . 1C—15--'.-iłowych płodów myszek rasy Swiss. Hodowle komórek nerki cie
lęcia (HKNC) otrzymywano przez trypsynowanie nerek 3—4-miesięcznych płodów 
bydlęcych od krów przeznaczonych na ubój. Do badań używano jednowarstwowe 
hodowle komórek.

Płyny do hodowli tkankowych: stosowano płyn Parkera 199 pro
dukcji Lubelskiej Wytwórni Surowic i Szczepionek z dodatkiem 10% surowicy cie
lęcej. Do zakażonych hodowli używano tego samego podłoża z dodatkiem 2% suro
wicy cielęcej.

Metodyka interferencji: jednowarstwowe hodowle komórek embrio
nalnych w probówkach zakażano wirusem indukującym w dawce 102—104LD50 na 
1 probówkę. Zakażone hodowle inkubcwano w temp. 37°C w czasie 24, 48, 72 
i 96 godz. Następnie z probówek zbierano płyny i dodawano wirusa interferowa- 
nego w dawce ok. 100 TCID50 na probówkę. Po 48 i 72 godz. od chwili dokażenia 
interferencję określono metodą efektu cytopatycznego. Kontrolę stanowiły hodowle 
prowadzone równolegle, zakażone tylko wirusem dokażającym w dawce, która 
po 48—72 godz. inkubacji dawała całkowitą degenerację hodowli. Stopień interfe
rencji określała różnica wartości degeneracji hodowli kontrolnych, zakażonych jed
nym wirusem, i hodowli zakażonej dwoma wirusami, wyrażona w procentach. Dla 
każdego badanego parametru stosowano po 4 probówki tkanki. Procent interferencji 
odczytywano jako średnią z 4 probówek. Wszystkie doświadczenia powtarzano 2 lub 
3 razy. Wyniki podano jako średnią z wykonanych powtórzeń.

Otrzymywanie interferonu: jednowarstwowe hodowle komórek za
każone optymalną dla danego systemu dawką wirusa KZM inkubowano w temp. 
37° w ciągu 48—72 godz. Po tym czasie hodowle zamrażano w temp. —20°C. Po 
Odmrożeniu i rozbiciu komórek pH zawiesiny doprowadzono 6n HC1 do wartości 2,0 
i umieszczono w temp. 4'JC na 96 godz. Następnie pH zawiesiny doprowadzono do 
7,0 in NaOH. Interferon wytrącano 0,5M octanem cynku. Po zdekantowaniu i odwi
rowaniu osadu przy 3000 obr. przez 20 min. osad rozpuszczono w 0,2n HC1 i po
nownie wirowano. Supernatant przenoszono do worka dializacyjnego firmy Kehe 
i dializowano wobec płynu fizjologicznego 48 godz., zmieniając płyn 2-krotnie. Dia
lizę prowadź no następnie w obecności 0,15M buforu fosforanowego o pH 6,0 w cią
gu 24 godz. Preparat przenoszono do jałowego naczynia i dodawano antybiotyków 
w ilości 200j/ml. Preparat przechowywano w temp. 4°C ok. 1 miesiąca.

Określenie aktywności biologicznej If: sporządzano kolejne, 
2-krotne rozcieńczenia preparatu w płynie fizjologicznym. Do każdej probówki z ho
dowlą komórek dodawano po 0,1 ml odpowiedniego rozcieńczenia preparatu i inku
bowano hodowle w temp. 37°C przez 2 godz. Do hodowli dodawano następnie 2 ml 
płynu utrzymującego i inkubowano w temp. 37°C przez całą noc. Płyn z hodowli 
usuwano, komórki przemywano świeżym płynem utrzymującym i zakażano wirusem 
dokażającym. Po 48 godz. inkubacji1 w temp. 37°C odczytywano zahamowanie wystą
pienia efektu cytopatycznego (CPE). Procent aktywności biologicznej If odczyty
wano analogicznie jak interferencję. Kontrolę stanowiła hodowla prowadzona rów
nolegle, do której zamiast If dodawano taką samą ilość płynu fizjologicznego. 
Aktywność bologiczną If badano w komórkach homologicznych i heterologicznych.



Interferencja stymulowana wirusem kleszczowego zapalenia mózgu... 137

WYNIKI BADAŃ

Badano właściwości inferencyjne wirusa KZM w poszczególnych ho
dowlach komórek embrionalnych, określając kinetykę interferencji w za
leżności od dawki wirusa indukującego i czasu dokażania hodowli wirusem 
Yaccinia. Stwierdzono, że najwyższą aktywność interferencyjną wyka
zuje wirus KZM w stosunku do wirusa Vaccinia w hodowli fibroblastów 
zarodka kury. W systemie tym otrzymano 65% ochrony tkanki. W pozo
stałych tkankach interferencja była niższa. W hodowli komórek nerki 
płodu krowy wynosiła 27%, a w hodowli fibroblastów zarodka myszy 
tylko 18% (tab. 1).

Tab. 1. Aktywność interferencyjna wirusa kleszczowego zapalenia mózgu w hodowli 
komórek embrionalnych

Interference activity of tick-borne encephalitis virus in embryo cells culture

Dawka
wirusowa

Virus
dose

Procent interferencji Percentage of interference
po 24 godz. 
after 24 hrs

po 48 godz. 
after 48 hrs

po 72 godz. 
after 72 hrs

po 96 godz. 
after 96 hrs

A B C A B C A B C A B C

10« ld50 2,8 1,7 34.7 5,1 8,8 48,4 7,2 0 64,5 2.1 0 53,7
105 ld50 4,1 11,6 31,4 12,4 15,7 42,8 18,7 0 55,0 8,3 0 44,0
10c LD50 4,1 15,5 28,2 8,3 16,4 35,0 10.3 0 45,0 3,1 0 41,5
107 LD50 2,8 20,1 22,2 3,1 27,0 24,3 5,2 5,3 40,0 1 3,5 32,7

Kontrola
Control

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Oznaczenia: A — hodowla fibroblastów zarodka myszy, B — hodowla komórek 
nerki płodu krowy, C — hodowla fibroblastów zarodka kury.

Denotations: A — mouse embryo fibroblasts culture, B — cow embryo kidney 
cells culture, C — chick embryo fibroblasts culture.

Maksymalna interferencja występowała po upływie określonego czasu 
między podaniem wirusa indukcyjnego i wirusa interferowanego, a mia
nowicie po 48 godz. dla hodowli komórek nerki płodu krowy, a po 
72 godz. dla fibroblastów zarodka kury i hodowli komórek zarodka my
szy (ryc. 1).

Do stymulacji maksymalnej interferencji potrzebna jest pewna okre
ślona dawka ciałek elementarnych wirusa KZM (4). Dawka ta, jak wy
kazano, nie jest jednakowa dla wszystkich badanych tkanek. Maksymal
ną interferencję w hodowli FZM i FZK można wywołać przy zastosowaniu 
niewielkich dawek wirusa KZM (104—1O3LD5o). Natomiast do wywołania 
interferencji maksymalnej w HKNC potrzebna jest wyższa dawka wirusa 
indukującego, tj. 107LD50 (tab. 1).

Znaczne różnice indukcji interferencji w poszczególnych hodowlach 
komórek embrionalnych w zależności od dawki wirusa KZM mogą być 
związane z różną zdolnością adsorpcji wirusa do poszczególnych komórek.
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Ryc. 1. Kinetyka aktywności interferencyj
nej wirusa kleszczowego zapalenia mózgu 
w hodowlach komórek embrionalnych: 
A — zarodka myszy, B — nerki płodu kro
wy, C — zarodka kury; dawki wirusa: 
l_10«LD60> 2—105LD6o, 3—1O6LD5o,

4—107LD6„
Kinetics of interference activity of tick- 
borne encephalitis virus in celi cultures of: 
A — mouse embryo, B — cow embryo 
kidney, C — chick embryo; virus doses: 
1—10«LD5O, 2—1O5LD5o, 3—1O6LD5o,

4—10’LD5O

Przy zastosowaniu optymalnych warunków interferencji, ustalonych 
w pierwszej części doświadczeń, substancję interferonopodobną induko
wano wirusem KZM we wszystkich badanych hodowlach komórek embrio
nalnych. Stwierdzono, że otrzymane preparaty były stabilne w pH— 2,0, 
nie dializowały, nie traciły aktywności podczas ogrzewania w temp. 56°C 
przez 30 min. Były odporne na działanie RN-azy, nie działały na wirusa 
pozakomórkowo. Po działaniu trypsyną były jeszcze w dalszym ciągu 
częściowo aktywne (tab. 2).

Aktywność biologiczną otrzymanych preparatów badano na tkance ho
mologicznej i heterologicznej (ryc. 2), przy czym największą (70%) wyka
zywały preparaty substancji interferonopodobnej otrzymane z hodowli 
FZK. Aktywność If otrzymanego z komórek nerki płodu krowy była 
nieco niższa (68%), zaś If z hodowli komórek zarodka myszy — najniższa 
(8,9%). Aktywność otrzymanych preparatów badana w hodowlach hete- 
rologicznych była znacznie niższa (ryc. 2) niż w hodowlach homologicz
nych.
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Tab. 2. Właściwości interferonów otrzymanych po indukcji wirusem kleszczowego 
zapalenia mózgu z hodowli komórek embrionalnych 

Activity of interferons obtained after induction with tick-borne encephalitis virus 
in embryo celi culture

Procent interferencji 
Percentage of interference

Źródło If -----------------------------------------------------------------------------
Source 

of interferon Komórki nerki 
płodu krowy 
Cow embryo 
kidney cells

Fibroblasty 
zarodka myszy 
Mouse embryo

fibroblasts

Fibroblasty 
zarodka kury 
Chick embryo

fibroblasts

Kontrola 68 8,9 70
Control

56°/30 min. 64 0 68
trypsyna (trypsin) 10 0 10
RN-aza (RN-ase) 67 8 70
pH — 2 68 8 70

Ryc. 2. Aktywność interferonu otrzymanego w hodowli komórek embrionalnych: 
1 — nerki płodu krowy, badana w hodowli komórek homologicznych, 2 — badana 
na tkance heterologicznej, 3 — zarodka kury, badana w hodowli komórek homolo- 
giczinych, 4 — badana na tkance heteirologiranej, 5 — z komórek zarodka myszy, 

badana na tkance homologicznej, 6 — badana na tkance heterologicznej 
Aetivity of interferon obtained in celi culture: 1 — of cow embryo kidney, examin- 
ed in homological celi culture, 2 — examined on heterological tissue, 3 — of chiok 
embryo, examined on homological celi culture, 4 — examined on heterological tiissue, 
5 — from mouse embryo cells, examined on homological tissue, 6 — examined on 

heterological tissue
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DYSKUSJA

Szczep K5 wirusa KZM interferuje z wirusami Vaccinia we wszystkich 
badanych hodowlach komórek embrionalnych, ale stopień interferencji 
w poszczególnych systemach wykazuje znaczne różnice. Porównując przy
datność badanych komórek embrionalnych do produkcji interferonu zau
waża się znaczne różnice we wrażliwości poszczególnych hodowli komór
kowych na ten sam induktor wirusowy. Optymalne dawki wirusa indu
kującego interferencję i czas dokażania okazały się różne dla poszczegól
nych badanych hodowli komórek embrionalnych. Wartości uzyskanej in
terferencji wahały się w szerokich granicach i były zależne głównie od 
rodzaju stosowanej hodowli.

W hodowli fibroblastów zarodka myszy otrzymywano najniższy pro
cent interferencji. Interferon otrzymany z tej hodowli wykazał także 
najniższą aktywność (ryc. 3).

Ryc. 3. Maksymalne wartości in
terferencji i aktywności interfe
ronów otrzymanych po indukcji 
wirusem KZM z komórek embrio
nalnych: A — zarodka myszy, 
B — nerki płodu krowy, C — 
zarodka kury, 1 — aktywność 
interferencyjna, 2 — aktywność 

interferonu
Maximum interference values 
and actvity of interferons obtain
ed after induction with tick- 
-borne encephalitis virus from 
cells of: A — mouse embryo, 
B — cow embryo kidney, C — 
chick embryo, 1 — interference 
activity, 2 — interferon activity

Tak wysoki spadek aktywności interferencyjnej wirusa KZM w ho
dowli komórek fibroblastów zarodka myszy może być spowodowany zmia
nami adaptacyjnymi wirusa KZM szczepu K5, które powstały w czasie 
kilkuletnich pasaży na myszkach. We wcześniejszych badaniach in vitro 
wykazano bowiem, że w miarę kolejnych pasaży właściwości interferen
cyjne wirusa KZM ulegają osłabieniu (4).

Hodowle komórek nerki cielęcia oraz komórek nerki płodów bydlęcych 
były często używane do produkcji If (3). Polikoff i współprac. (9) 
indukowali interferon w hodowli komórek nerki cielęcia oraz w hodowli 
komórek płodów bydlęcych przy użyciu wirusa grupy A2 MEL. Wirus 
grypy słabo replikował w tych komórkach, ale indukował interferon.
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W doświadczeniach przedstawionych w tej pracy wirus KZM indukował 
w hodowli komórek nerki cielęcia intereferencję i stymulował produkcję 
lf o wysokiej aktywności biologicznej.

Fibroblasty zarodka kury były używane przez wielu badaczy do in
dukowania interferencji (1, 7) oraz stymulowania produkcji If (8, 10, 11). 
Przyczyną popularności tej tkanki jest łatwość zakładania hodowli oraz 
pozytywne wyniki otrzymane dla wielu układów. Wyniki wyżej przedsta
wione są zgodne z uzyskanymi przez innych badaczy. W hodowli FZK 
otrzymano interferon o wysokiej aktywności biologicznej także w stoso
wanych w naszym laboratorium warunkach. Ponieważ zdolność komórek 
do reakcji na induktor wirusowy zależna jest cd genu (lub genów") komór
ki gospodarza, nie było niespodzianką, że badane hodowle komórek zare
agowały różnie na ten sam induktor wirusowy. Potwierdza to zdolność 
wirusa KZM do indukowania interferencji i tworzenia interferonu przez 
wirus KZM we wszystkich przebadanych hodowlach komórek embrional
nych. Najlepszym modelem okazała się hodowla fibroblastów zarodka 
kury.

Jedną z charakterystycznych cech interferonów jest ich swoistość ga
tunkowa, której nie obserwowano w naszych badaniach. Otrzymane pre
paraty If wykazywały wysoką aktywność w komórkach homologicznych 
oraz nieznaczną w komórkach heterologicznych. Podobne wyniki znane 
są z piśmiennictwa. P o 11 i k o f f i współprac. (9) indukowali If w ho
dowli komórek nerki cielęcej przy użyciu wirusa grypy A szczep MEL. 
Wirus grypy A replikował w tych komórkach i indukował If, który wyka
zywał aktywność heterologiczną w hodowli komórek nerki małpy, ludz
kiego embrionu, nerki psa i płodu chomika. F u r i e r i współprac. (2) 
otrzymali If z płynu alantoidalnego zarodka kury. Otrzymany If wykazy
wał aktywność heterologiczną, którą można było usunąć podczas oczysz
czania preparatu. Przypuszcza się, że aktywność heterologiczną w naszych 
badaniach może być związana z użyciem preparatów nie oczyszczonych (6).
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PE3IOME

UlTaMM K5 KJiemeBoro 3ime<J>ajinTa (Bocnajieiinn MO3ra) Bbi3biBaeT in vit.ro miTep- 
fbepenumo n o6pa3OBanue unTepchepona b 3M6pnoHajibHbix KyjibTypax KjieTOK mbi- 
uieił, b KjieTOHHbix KyjibTypax KypnHOro 3M6pnOHa n KyjibType SMbpnonajibHOii Te- 
jiaueń noHKM. MaKcnMaJibnaa MuTepchepenitnH n iianBojiee aKTMBHbiii wiTep<t>epon 
BbiJin nojiyneubi b KyjibTypax KjieTOK KypnHOro aMÓpnOHa.

SUMMARY

Tick-borne encephalis virus, strain K5, induced in vitro the interference and 
production of interferon in cells of chick emryo, mouse embryo and calf kidney.

Maximum interference and the most active interferon were obtained from 
chick embryo celi cultures.


