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The Induction of Mouse Interferon in vivo and in vitro in Culture of Spleen
Leukocytes

Interferony mysie obok interferonéw czlowieka nalezg do najlepiej
poznanych (13). Pomimo duzego postepu w poznaniu systemu interfero-
nowego myszy, pozostaje szereg nie wyjasnionych do konca, budzacych
kontrowersje, probleméw, dotyczacych na przyklad wytwarzania inter-
feronu w organizmie myszy w réznym wieku czy roéznym stanie fizjolo-
gicznym (5, 9, 18, 28), roli komoérek sSledziony w wytwarzaniu interferonu
in vivo po indukcji induktorami wirusowymi czy niewirusowymi (3, 8, 24).

Celem pracy jest okreslenie zdolnosci komorek sledziony myszy w roz-
nym wieku, po urodzeniu i w okresie zycia plodowego do wytwarzania,
interferonu indukowanego wirusem choroby Newcastle (NDV) oraz in-
duktorami niewirusowymi, a takze wplywu immunizacji myszy homolo-
gicznym wirusem na wydajnosé produkcji interferonu w komorkach $le-
d-ziorny.

MATERIALY I METODY

Wirusy: Szczep Radom (NDV-R) wirusa rzekomego pomoru drobiu (choroby
Newcastle) namnazano w 9-dniowych zarodkach kury, zakazajac je do jamy omo-
c?.ni. Zebrany plyn omoczniowy zawieral NDV-R o mianie 102 TCIDg/ml. Typ In-
diana wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej bydta (VSV) namnazano w ho-
dowli komérek fibroblastéw zarodka kury (FZK). Miano wirusa wynosito 1078

1 Annales, sectio C, vol. XL
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TCIDgy/mi. Obydwa wirusy otrzymano z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej PAN we Wroctawiu (IITD).

Zwierzeta: Do badan uzyto myszy Swiss-albino w roznym wieku, ktoére
otrzymano od hodowcéw myszy z Warszawy.

Hodowle komorek: FZK — pierwotng hodowle fibroblastéw zarodka
kury otrzymano rutynowa metoda trypsynizacji tkanki skorno-miesniowej 9-dnio-
wych zarodkéw kurzych. Hodowli FZK uzywano w trakcie doswiadczen do namna-
zania i miareczkowania wirusow. Lgg — linie ciggla mysich komorek otrzymano
z IITD PAN we Wroctawiu i uzywano do miareczkowania interferonu mysiego.
Komorki Ly i FZK hodowano w ptynie Parkera z dodatkiem 10% surowicy cielecej
i antybiotykow.

Indukcja interferonu in vitro: Hodowle leukocytow ze sSledziony my-
szy w roznym wieku otrzymano w nastepujacy sposob: pobrang od 10 szt. zwierzat
$ledzione, po przeptukaniu ptynem Eagle'a, ,,wyczesywano” nozyczkami z ostrym
koncem, uwolnione komoérki oddzielano od fragmentéw tkanki, wirowano, zawie-
szano w plynie Eagle’a z 10% surowicy cielecej, nanoszono na standardowy roztwoér
Ficoll-Paque (Pharmacia) i wirowano przy 400Xg przez 30—40 min. Warstwe biatych
cialek na granicy dwoch faz zbierano, przeplukiwano 3-krotnie plynem Eagle’a
i zawieszano w takiej objetosci ptynu Eagle’a z 10% surowicy cielecej, aby uzyskaé
5X10¢ kom./ml. Podobnie postepowano z komérkami watroby i sledziony ptodéow
mysich. Komorki przenoszono do szklanych lub plastykowych ptytek i dodawano
induktory interferonu. Komorki inkubowano w temp. 37°C w atmosferze z 5% CO,
przez czas okreslony warunkami doswiadczenia. Prébki plynu hodowlanego zbiera-
no, wirowano i przechowywano w temp. —20°C do momentu miareczkowania inter-
feronu. Probki interferonu indukowanego wirusem zakwaszano.do pH 2 1 M HCI.
Po 3 dniach inkubacji w temp. 4°C probki neutralizowano 1 M NaOH i miareczkar
wano. Doswiadczenie powtarzano 3-krotnie.

Indukcja interferonu in vivo: Myszom wagi 20 g wstrzykiwano do-
otrzewnowo 5X107 TCIDg/mysz wirusa NDV-R lub roztwér kompleksu poli I: poli
C z DEAE-dekstranem w dawce odpowiednio 50 pg i 100 pg/mysz. W odpowiednim
czasie grupe 10 szt. myszy skrwawiano ze splotu oczodotowego, pobierano narzady,
z ktorych wykonywano 10% ekstrakty w PBS i zamrazano. Z krwi po skrzepnieciu
oddzielano surowice i réwniez przechowywano w temp. —20°C. Na 3 dni przed mia-
reczkowaniem prébki odmrazano, zakwaszano 1 M HCI! do pH 2. Przed miareczko-
waniem pH prébek neutralizowano 1 M NaOH i prébki wirowano.

Miareczkowanie interferonu: Miano interferonu zawartego w prob-
kach okreslano stosujac mikrometode opisang przez Stewarta (21) z hodowla
komorek Lg,y, oraz VSV jako wirusem challenge.

Immunizacja myszy: Myszy w wieku 3 mies. szczepiono do poduszki
tapy NDV-R w dawce 10 TCID;/mysz, zmieszanym 1:1 z kompletnym adiuwantem
Freunda. Do immunizacji stosowano NDV-R o pelnej zjadliwosci, NDV-R-uv in-
aktywowany promieniami uv 43,5 J/m? oraz NDV-R-F, wirus inaktywowany for-
maldehydem 700 pg/ml (11). W odstepach co 7 dni grupe 10 myszy skrwawiano
i okreslano poziom przeciwcial w surowicy krwi w odczynie zahamowania hema-
glutynacji (OZHA). Inhibitory hemaglutynacji eliminowano z surowicy przez wy-
sycenie CO, i odwirowanie wytrgconego osadu.

Charakterystyka interferonéw mysich. Obecno$é¢ mostkow dwu-
siarczkowych, niezbednych do przeciwwirusowej aktywnosci interferonu, wykry-
wano wedlug metody opisanej przez Stewarta (22), mozliwo$é uzyskania che-
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micznej reaktywacji interferonéw badano wedlug metody Stewarta (22), po-
Wwirowactwo interferonéw do konkanawaliny A okre$lano wedlug metody B e-
Sancon (1), a obecno$¢ reszt cukrowych w preparatach interferonu badano we-
diug metody Stewarta (23).

WYNIKI BADAN

We wstepnych doswiadczeniach ustalono, ze sposréd tadanych szcze-
POW wirusa choroby Newecastle: Hertfordshire, LaSota i Radom, NDV-R
Jest najlepszym induktorem interferonu in vivo. Dlatego w dalszej czesci
Pracy szczep Radom stosowano jako induktor interferonu w organizmie
Iyszy i w hodowlach komérek mysich.

Wytwarzanie interferonu w organizmie myszy indukowano przez de-
¢trzewnowsy iniekcje 5X 107 TCID;, NDV-R lub iniekcje syntetycznego
dwuniciowego kwasu- rybonukleinowego poli I-poli C w kompleksie
z DEAE dekstranem w dawce skladnikéw odpowiednio 50 i 100 pg/mysz
(ryc. 1). Najwyzszy poziom interferonu, zaréwno po indukeji poli I - poli C.
Jak i NDV-R, obserwowano w 4—6 godz. od momentu iniekcji. Po indukeji
NDV-R interferon wystepowal nie tylko w surowicy krwi, ale réwniez

NDV-R poli I1-poli C - DEAE-D

Migno IFN logyj/ml — IFN titer log,qu/ml

Ao il A pooy .

246 12 18 24 godz 246 74 8 24 godz
hrs hrs
Czos zbioru IFN - Harvest time of IFN

o-1 x-2 a-3 o-4 a-5
Ryc. 1. Miano interferonu w surowicy krwi i narzadach myszy po indukcji NDV-R
OTaz poli I-poli C-DEAE-dekstran; dawka induktoréw podawanych dozylnie wy-
Nosila: NDV-R 5X107 TCID;/mysz, poli I: poli C 50 pg/mysz, oraz DEAE-dekstranu
100 RE/mysz; 1 — surowica krwi, 2 — $ledziona, 3 — watroba, 4 — grasica, 5 — mézg
Interferon titer in serum and organs of mice after induction with NDV-R or poly
1'901}? C-DEAE-dextran; dose of inducers introduced intravenously: NDV-R 5X107
TCIDxm/mouse, poly 1-poly C 50 pg/mouse, and DEAE-dextran 100 pg/mouse; 1 —
serum, 2 — spleen, 3 — liver, 4 — thymus, 5 — brain
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w Sledzionie, watrobie i grasicy, a poziom interferonu byt wysoki jeszcze
w 24 godz. po iniekcji. Natomiast w moézgu nie stwierdzono interferonu.
Obecnos¢ NDV-R wykryto, oprécz mézgu, we wszystkich badanych orga-
nach, gdzie wystepowal przez 6 godz. od momentu zakazenia. Swiadczy
to o korelacji miedzy obecnoscig wirusa w poszczegélnych organach i wy-
twarzaniem interferonu w odpowiedzi na ten induktor. Drugi ze stoso-
wanych induktorow poli I+ poli C najwyzsze miana interferonu induko-
watl w surowicy krwi i Sledzionie, natomiast mniejsze w watrobie, nie
wykryto go w mézgu i grasicy. Po indukeji, zarowno NDV-R, jak i poli
I - poli C, Sledziona myszy okazala sie waznym miejscem produkcji inter-
feronu odpornego na pH 2.

Sledziona, jako narzad limfatyczny, zawiera komarki immunologicznie
kompetentne, ktore uczestniczg w wytwarzaniu interferonu immunolo-
gicznego (typu II) po indukcji mitogenem lub wtérnym kontakcie z anty-
genem. Hodowle komorek izolowanych ze sledziony myszy w réznym
wieku, a takze w okresie zycia plodowego i po urodzeniu, indukowano
NDV-R, syntetycznym poli I:-poli C, mitogenami: fitohemaglutyning
(PHA) i konkanawaling A (Con A) oraz lipopolisacharydem z E. coli (LPS).
Wyniki doSwiadczen przedstawiono na kolejnych ryc. 1 —3 oraz zestawiono
w tab. 1—2.

Hodowle leukocytéw $ledziony dojrzatych myszy wytwarzaty najwyz-
sze miana interferonu po 24 godz. od stymulacji NDV-R, przy czym nie
zauwazono wiekszych roznic w zbiorze interferonu indukowanego NDV-R
przy wielokrotnosci zakazenia 100 MOI i 10 MOI. Hodowla komérek sle-
dziony dojrzalych myszy odpowiadala produkcjg interferonu typu II na
stymulacje mitogenami: fitohemaglutyning i konkanawaling A, przy czym
interferon immunologiczny byl indukowany takze konkanawaling A
zwigzang z nierozpuszczalnym nosnikiem: kuleczkami Sepharose 4B. Naj-
wyzsze miana interferonu immunologicznego otrzymano giéwnie na drugi
dzien po indukcji (ryc. 2).

Poréwnujgc wytwarzanie interferonu typu I i typu II przez komérki
$ledziony myszy w wieku 2—5 mies., 4—5 tygodni, 17 i 11 dni (tab. 1)
stwierdzono, ze komorki sledziony 1l1-dniowych mryszy odpowiadaly pro-
dukcja interferonu typu I na zakazenie NDV-R i dziatanie LPS z E. coli,
cho¢ uzyskane srednie miana interferonu byly nizsze niz w komdrkach
$ledziony zwierzat starszych. Natomiast komorki te nie byly zdolne do
produkcji interferonu immunologicznego w odpowiedzi na fitohemaglu-
tynine i konkanawaline A. Komorki $ledziony myszy 17-dniowych pro-
dukowaly niskie, ale juz wykrywalne ilosci interferonu immunologicznego
po indukcji fitohemaglutyning. Dopiero komorki Sledziony myszy w wie-
ku 4—5 tygodni okazaly sie w pelni sprawne do produkcji obu typow
interferonu. W naszych doéwiadczeniach in vitro poli I-poli C+DEAE-
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Ryc. 2. Miano interferonu w hodowii leukocy-
tow sledziony myszy w wieku 2—5 miesiecy po
indukcji mitogenami: fitohemaglutyning (PHA),
konkanawaling A (Con A) oraz konkanawaling
kowalentnie zwigzang 2z sefarozg (Con A —
Sepharose); 1 — PHA 10 pg/ml, 2 — Con A
10 yg/ml, 3 — Con A — Sepharose 10 pg/ml,
4 — Con A — Sepharose 100 pg/ml
Interferon titer in cultures of spleen leukocytes
of 2 5-months-old mice after induction with
mitogens: phytohemagglutinin (PHA), concana-
valin A (Con A) and with concanavalin co-
Valently bound with Sepharose (Con A — Se- 2 2 ) godz
Pharose); 1 — PHA 10 pg/ml, 2 — Con A 10 pg/ hrs
/ml, 3 — Con A — Sepharose 10 ug/ml, 4 — Czos zbiory IFN — Harvest time of IFN
Con A — Sepharose 100 pg/ml .-1 0-2 m-3 wv-=b
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Tab. 1. Indukcja interferonu a/ff i y w hodowli leukocytow $ledziony myszy w réz-
nym wieku i myszy ciezarnych
Induction of interferon a/f and y in culture of spleen leukocytes of mice at different
age and pregnant mice

—
Miano IFN j/al 150 2 hgdonli komérek mys2y w wieku:
induktor Czas zbioru Interferon titer u/ml -SD of cells cultures of mice
nducer /gqod2./ at age:
Harvest 1
time /hrs/
11 dn1 17 dni A-5 tyg. 2-5 mies, cig2arnych
11 days 17 days 4-5 weeks | 2-5 montne | <I pol. cig-
2y
pregrant II
half of
gestation
e
HOV-R 10 MOl 24 320 0 1000 20 | 1000 2o {1183 519 246 2123
fem=ioa
POYt /1 . pols scy
Bih oo 3/ 2 eoa <s <s 5 s 5 s s 9
100 pg/ml
Pr————
L]
PHA 10 ug/ml a8 <5 s 2k a1 %11 | 100 %o 5 20
—
Con A 10 pg/ml a8 <s <s 10 %o 32 %0 55 245
LY 10 ug/ml 48 5 %s 1020 10 %0 16 211 16 ‘11

. Objaénienja: PHA — fitohemaglutynina (M), Con A — konkanawalina A, LPS —
llDODolisacharyd z E. coli. Optymalne dawki induktoréw i czas zbioru okreslono we
Wstepnych doswiadezeniach.

. Explanation: PHA — phytohemagglutinin (M), Con A — concanavalin A, LPS —
lipopolysaccharide from E. coli. Optimal doses of inducers and harvest time were
estimated in preliminary experiments.

\
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—-dekstran okazat sie¢ bardzo slabym induktorem interferonu bez wzgledu
na wiek dawcow komoérek.

W hodowli komorek sledziony myszy ciezarnych (wiek 3—4 mies.)
(tab. 1) zbior interferonu indukowanego NDV-R czy PHA by} znacznie
mniejszy niz u nieciezarnych samic i u samcéw w tym samym wieku.

Niewielkie, ale wykrywalne, ilosci interferonu spontanicznego stwier-
dzono w tkance lozyska — 20 j. IFN/g tkanki, natomiast nie bylo inter-
feronu spontanicznego we krwi, watrobie, Sledzionie, nerkach i1 ptucach
myszy ciezarnych.

Obecnos¢ interferonu w tozysku, jak wykazaty dalsze badania, prawdo-
podobnie zwigzana jest z okresem cigzy. W lozyskach plodéw 14—16-dnio-
wych ilos¢ interferonu nie przekraczala 20 j. IFN/g tkanki, a w tozyskach
ptodow 19—20-dniowych w kilka dni przed porodem wzrastata do 100 j.
IFN/g tkanki. Zdolnos¢ tkanek plodéow mysich do produkcji interferonu
takze w pewnym stopniu zalezata od okresu zycia plodowego (tab. 2).

Komorki $ledziony i watroby ptodéw 14—16-dniowych odpowiadaly
wytwarzaniem interferonu jedynie na induktor wirusowy. Natomiast ko-
morki ptodow starszych, 19—20-dniowych wytwarzaly takze interferon
w odpowiedzi na LPS z E. coli.

Tab. 2. Indukcja interferonu o/f i y w hodowli komorek $ledziony i watroby oraz
w skrawkach tkanki skérno-miesniowej ptodow mysich

Induction of interferon a/f and y in cultures of spleen and liver cells and in
fragments of cutaneo-muscular tissue of mouse embryos

Rodzaj komdrek Induktaor IFN Miano IFN j/ml 60
Cell type IFN inducer dla wieku podéw

IFN titar u/ml 150
for embryos at age

14-16 dni 19-20 dnt
14-16 deys | 19-20 days
NUV-R 10 MOI 1000 20 1000 20
Wgtroba
. il-délonn poly /1/-polt /C/
s x 10° kom/ml S0 ug/ml
DEAE-D 100 mg/ml <{s <s
PHA 10 uqg/aml <s <s
Con A 10 mg/ml <s <s
LPS 10 pg/ml <sg 10 fo
SkArno-micingoo| NOV-R 107TCIO /al] 320 o 1000 %0
ne /ckrawki/
tozyeko - 20 J IFN/g 100 3§ IFM/q
tkanki tkank?

Objasnienia: czas zbioru interferonu: 24 godz. po indukcji NDV-R i poli I- po-
li C, 48 godz. po indukcji PHA, Con A i LPS.

Explanation: harvest time of IFN: 24 hrs after induction with NDV-R and
poly I- poly C, 48 hrs after induction with PHA, Con A and LPS.
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Poniewaz interferon y produkowany jest przez komorki immunologicz-
nie kompetentne w czasie reakcji immunologicznej, z kolei sam interferon
dziala modulujgco na odpowiedz immunologiczna, interesujace wiec jest
zbadanie wplywu immunizacji myszy homologicznym wirusem na zdol-
nos¢ komorek $ledziony do produkeji tego interferonu. Wyniki doswiad-
Czenia przedstawiono na ryc. 3.

3
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Ryc. 3. Indukcja interferonu za pomoca NDV-I! lub NLCV-R uv w hodowli leuko-
Cviow sledziony pabranvch od myszy kontrolnych (me immunizowanych) oraz im-
Munizowanych NDV-R, NLV-R vv lub NDV-R-F; | — myszy iramunizowane NDV-R,
Induktor interferonu in vitro NDV-R, 2 — myszy immunizowane NDV-R, induklor
Interferonu in vitro NDV-R uv, 3 — mys¢y 1immunizowane NDV-R uv, induktor
Interferonu in vitro NDV-R, 4 — myszy immunizowane NDV-R uv, induktor inter-
feronu in vitro, NDV-R uv, 5 — myszy immunizowane NDV-R-F, induktor inter-
feronu in vitro NDV-R, 6 — myszy immunizowane NDV-R-F, induktor interferonu
N vitro NDV-R uv, 7 — miano przeciwcial przeciw NDV-R w surowicy krwi myszy
immunizowanych NDV-R, 8 — miano przeciwcial przeciw NDV-R w surowicy krwi
Myszy immunizowanych NDV-R uv, 9 — miano przeciwcial przeciw NDV-R w su-
rowicy krwi myszy immunizowanych NDV-R-F -
Induction of interferon by NDV-R or NDV-R uv in culture of spleen leukocytes
Obtained from control (not immunized) and immunized with NDV-R, NDV-R uv
Oor NDV-R-F mice; | — mice immunized with NDV-R, interferon inducer in vitro
NDV-R, 2 — mice immunized with NDV-R, interferon inducer in vitro NDV-R uv,
? — mice immunized with NDV-R uv, interferon inducer in vitro NDV-R, 4 — mice
!mmunized with NDV-R uv, interferon inducer in vitro NDV-R uv, 5 — mice im-
Munized with NDV-R-F, interferon inducer in vitro NDV-R, 6 — mice immunized
With NDV-R-F, interferon inducer in vitro NDV-R uv, 7 — titres of antibodies
2gainst NDV-R in serum of mice immunized with NDV-R, 8 — titres of antibodies
3gainst NDV-R in serum of mice immunized with NDV-R uv, 9 — titres of anti-
bodies against NDV-R in serum of mice immunized with NDV-R-F
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Myszy immunizowano, wstrzykujac do poduszki tapy 10® TCIDs,/mysz
NDV-R o peinej zjadliwosci, NDV-R uv inaktywowanego promieniami uv
lub wirusa inaktywowanego formaling (NDV-R F). W tygodniowych od-
stepach grupe 10 szt. myszy immunizowanych zywymi lub zabitymi wi-
rusami skrwawiano, a poziom przeciwcial w surowicy krwi okreslano w
OZHA.

Przeciwciala pojawiaty si¢ w surowicy krwi po 7 dniach zaréwno po

Tab. 3. Charakterystyka interferonéw wytwarzanych przez leukocyty sledziony
myszy kontrolnych i immunizowanych NDV-R
Characteristic of interferon produced by spleen leukocytes of control mice and
immunized with NDV-R

Sposéb traktowania : Miano IFN 3/ml - IFN titer u/al

IFN
Treatment of IFN L i 5242 7 Y
Kongtrola 64/100/ |256/100/ | 2567100/ | 256/100/ | 647100/
pH 2,72 godz. 4°C 64/:00/ | 64725/ 8/3,1/ 8/3,1/ | 8/12,5/
Trypsyna 1 mg/ml 4/6,2/ 4/1,5/ 8/3,1/ a/3,1/| a/6,2/
56°C/30 min as12,s/| 8/3.1/ 8/3,1/ 8/3,1/| 8/12,5/
100°C/2 m1n 46,2/ | as1,5/ | as1,5/| as1,5/| as6.2/
Haglittozylacaa 16/25/ 32/12,s/] 32712,s/| 16s6,2/| 8/12,5/
wg Stewarcta 3 ‘ 0 T
/23/
Redukc ja 5-S°
wg Stewarcta 16/25/ 16/6,2/ | 32/12,5/| 32/12,5, 32/50/
/22/
Reaktywacja 100°C
W Stemarta ra/100/ |128/50/ 64/25/ 64725/ | 16725/
722/

\.igzania z Con A - Saph 1 1 128 64/100
Liazand aplC gt ass 32/50/ 28/50/ 28/50/ 28/50/ /100/

/17

Objasnienig: I — IFN z komérek sledziony myszy kontrolnych — induktor
NDV-R, II — IFN z komoérek $ledziony myszy immunizowanych NDV-R, — induk-
tor NDV-R, III — IFN z komoérek §ledziony myszy immunizowanych NDV-R — in-
duktor NDV-R uv, IV — IFN z komdrek sledziony myszy immunizowanych NDV-R

uv — induktor NDV-R uv, V — IFN z komorek sledziony myszy immunizowanych
NDV-R-F — induktor NDV-R uv.
Explanation: I — IFN from spleen cells of control mice — inducer NDV-R,

II — IFN from spleen cells of mice immunized with NDV-R — inducer NDV-R,
III — IFN from spleen cells of mice immunized with NDV-R uv — inducer NDV-R
uv, IV — IFN from spieen cells of mice immunized with NDV-R uv — inducer
NDV-R uv, V — IFN from spleen cells of mice immunized with NDV-R-F — inducer
NDV-R uv.
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Immunizacji zywymi, jak i inaktywowanymi wirusami, osiggaly szczyt
14 i 21 dnia, po czym poziom ich stopniowo spadal.

Wytwarzanie interferonu w komérkach myszy immunizowanych, zwla-
Szcza po 14 dniach od immunizacji, a wiec w okresie wzrostu miana prze-
Ciwcial, bylo wyraznie wyzsze niz w komorkach $ledziony zwierzat kon-
trolnych. Takze inaktywowany uv NDV-R, indukujacy niskie miana .in-
terferonu w komérkach sledziony zwierzat kontrolnych, okazal sie do-
brym induktorem interferonu w komodrkach zwierzjt immunizowanych.
Charakterystyka fizykochemiczna uzyskanych interferonow (tab. 3) wy-
kazala, ze interferon wytwarzany przez komorki sledziony myszy kon-
trolnych po indukcji NDV-R jest interferonem /B, odpornym na pH 2,
Natomiast interferony wytwarzane w komorkach zwierzst immunizowa-
Nych po indukcji NDV-R czy NDV-R uv stanowig mieszanke interfcro-
now, gdyz czes¢ aktywnosci przeciwwirusowej ulega inaktywacji w ni-
skim pH. O tym, ze preparaty te zawieraja mieszanke interferonéw roz-
hego typu, Swiadczy takze wyniki chemicznej redukeji mostkow dwu-
Slarczkowych czy proby wiazania z lektyng roslinng — konkanawaling A.

DYSKUSJA

Jednym z najlepszych induktorow interferonu u wielu gatunkow
Zwierzat jest wirus choroby Newcastle (21). Jednakze w zaleznosci od
8atunku zwierzecia poszczegolne szczepy tego wirusa: welo-, mezo- i lento-
8eniczne moga rdznic sie pod wzgledem zdolnosci do indukcji interferonu.
U ptakow, naturalnych gospodarzy tego wirusa, szczepy lentogeniczne
83 zwykle dobrymi induktorami interferonu, podobnie jak szczepy o wiz-

Szej zjadliwosci, ale czesciowo inaktywowane promieniami uv. Nato-
Miast u innych gatunkéw zwierzat szczepy welo- i mezogeniczne sy na
0got lepszymi niz lentogeniczne induktorami interferonu (2, 4, 15, 186,
25, 29).

Przecprowadzone doswiadczenia wykazaly rowniez, ze welogeniczny
Szczep Radom (NDV-R) jest najlepszymn, sposréd badanych szczepow wi-
Fusa choroby Newcastle, induktorem interferonu u myszy. Obserwowano
Wyrazng zaleznos¢ miedzy wytwarzaniem interferonu w poszczegolnych
organach a obecnoscia w mich NDV-R. Podobng korelacje stwierdzili w
Swoich doswiadczeniach Solowiow i wspolprac. (19).

Innymi induktorami, ktére, jak stwierdzono, w organizmie gryzoni
indukuja wysokie miana interferonu, s3 naturalne i-syntetyczne dwuni-
Ciowe kwasy rybonukleinowe (21). Zastosowany syntetyczny kompleks
Poli 1-poli C z DEAE-dekstranem okazal sie skutecznym induktorem,
?tymulujqc w surowicy krwi myszy po 4—6 godz. wysoki poziom inter-

eronu.
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Brak interferonu w mézgu, zardowno po indukcji NDV-R, jak i poli I-
- poli C+DEAE-dekstranu swiadczy o istnieniu naturalnej bariery miedzy
krwiobiegiem a mozgiem, nieprzenikalnej zarowno dla NDV, jak i synte-
tycznego polimeru.

Bezposrednia domézgowa iniekcja NDV (2) prowadzila do indukcji
wysokich mian interferonu w tkance mozgowej, pojawial sie on takze
w wielu narzadach. Wynika z tego, ze bariera dotyczy przenikania induk-
torow z krwiokiegu do moézgu, natomiast nie hamuje przenikania z moz-
gu do krwiobiegu. Znaczenie sledziony w produkcji surowiczego inter-
feronu indukowanego wirusem bylo badane przez wielu autorow, ale uzy-
skane wyniki sg kontrowersyjne (3, 8, 10, 24). Z pewnoscig sledziona od-
grywa pewng role w produkcji surowiczego interferonu indukowanego
wirusami i jest waznym, ale nie jedynym miejscem jego produkeji w or-
ganizmie.

W przeprowadzonych doswiadczeniach, po indukcji NDV-R oraz poli I
-poli C, w sledzionie myszy wystepowaly wysokie miana interferonu;
w przeliczeniu na 1 g tkanki byly one rowne, a nawet wieksze od miana
interferonu w surowicy krwi. Dlatego w dalszych badaniach stosowano
hodowle komoérek sledziony myszy i badano zdolnos¢ tych komorek, po-
branych od zwierzat w réznym wieku, do produkeji interferonu.

Dane pismiennictwa, dotyczace zdolnosci plodow zwierzecych i ose-
skow do wytwarzania interferonu, nie sg jednoznaczne, cho¢ z wiekszosci
prac wynika, ze mlode plody sa na ogél gorszymi producentami inter-
feronu niz plody starsze (12, 17). Sg one poza tym mniej wrazliwe na
dzialanie interferonu (6), co prawdopodobnie jest naturalnym mechaniz-
mem obronnym przed antyproliferacyjnym dziataniem interferonu. Takze
wyniki prac dotyczacych wytwarzania interferonu indukowanego wiru-
sami u oseskéw roéznych gatunkow zwierzat sa czesto sprzeczne. Mowig
o wysokich mianach interferonu przy rownoczesnej intensywnej replikacji
wirusa Sindbis w mozgu oseskow mysich (28), a z kolei z innych prac
wynika, ze noworodki mysie zakazone wirusem Coxsackie B majg wyso-
kie miana wirusa we wszystkich organach, lecz bardzo niskie miana in-
terferonu (9). Takze wirus Sendai indukuje mniej interferonu i utrzymuje
sie dluzej w organizmie oseskéw niz u myszy dorostych (18).

W naszych doswiadczeniach komorki 14—16-dniowych ptodéw mysich
posiadaly jedynie zdolnos¢ wytwarzania interferonu w odpowiedzi na
induktor wirusowy (NDV-R). Nie odpowiadaly natomiast na inne stoso-
wane induktory.

Komorki mysich 17-dniowych oseskow produkowaly niewielkie miana
interferonu immunologicznego, lecz praktycznie dopiero komorki 4—5-
-tygodniowych zwierzat odpowiadaly produkecjg interferonu na wszystkie
stosowane induktory.
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Uposledzenie produkcji interferonu obserwowano rowniez w hodowli
komérek sledziony myszy ciezarnych. Efekt ten moze byé¢ wynikiem dzia-
lania hormonow sterydowych, ktore, jak wykazaly badania (27), hamujg
Wytwarzanie interferonu indukowanego NDV. W czasie doswiadczen ob-
Serwowano obecnos¢ spontanicznego interferonu w tozysku, ktorego po-
ziom, poczatkowo niski, ulegal zwiekszeniu w lozyskach przed porodem.
Wyniki te s zgodne z wczesniejszymi doniesieniami innych autoréow (7).

Immunizacja zwierzat, zaréwno homologicznym, jak i rdznigcym sie
antygenowo, ale spokrewmionym wirusem, powoduje wzrost miana inter-
feronu indukowanego wirusem w organizmie zwierzat oraz w hodowli
komorek izolowanych z takiego organizmu (14, 26).

W przeprowadzonych do$wiadczeniach obserwowano wyrazng kore-
lacje miedzy poziomem produkowanych przeciwcial w surowicy krwi
a zdolnoscig komorek sledziony do wytwarzania interferonu. Prawdopo-
dobnie przyczyna wyzszego zbioru interferonu z komorek sledziony zwie-
Tz3t immunizowanych bylo wytwarzanie interferonu rowniez przez ko-
morki immunologicznie kompetentne (20). Swiadczy o tym wstepna cha-
rakterystyka uzyskanych interferonéow, ktére prawdopodobnie stanowiy
Mieszanke zrowno interferonow «/f jak i y.

Wytwarzanie interferonu w organizmie myszy oraz w hodowli mysich
komorek Sledziony zalezy nie tylko od wieku zwierzat, ale rowniez od
Stany fizjologicznego (cigza, wczesniejsza immunizacja). Zmienia si¢ nie
tylko poziom wytwarzanego interferonu, ale inna jest jego charaktery-
Styka, gdyz w zaleznosci od stanu fizjologicznego produkuja go rozne
komorki organizmu.
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PE3IOME

Uccnenonsasiu kuinetuxy ob6paszoBauua uutepdepoHa B Opraiu3Me Mbluew, UHAY-
UupoBanibrx npu nomomu Newcastle disease virus, Radom-mramu (NDV-R) u poli
I'poli C = npucytcrBiy DEAE-nekcrpana. CaMbIi BbICOKMA THTP uHHTEpdepoHa
B CLIBOpOTKE KpPOBM Mbiluy 0BHApPYyIRMJIu uepe3 6 4acOB MNocie BBeJEeHMA WHAYKTODOR
Miimepepora. Camble BLICOKMe TUTPhI MHTepdepoia Habaozanu B ceneseHke. Kyab-
TYDEl NeAKOIMTOB Cesie3eHKM MbIlel pa3iioro BO3pacTa MHAYLUMPOBANU K o6pa3ora-
Huo yutepcepona npu momomwm NDV-R, poli I:poli C ¢ DEAE-nexcTpaHoM, ¢mro-
TeMarraoTMHMHOM, KOHKaHaBaJAMHOM A M aumomosmcaxapuaa ¢ E. coli. Knerku ce-
7Ie3€HKY MbILUMIIHBIX 3MOpPUOIIOB O6Pa30BbIBAIM MITEPGEPOH NMIL [OCHE CTUMYJIM-
PoBanua ux npu nomoun NDV-R m nunomoamcaxapuaom ¢ E. coli. U xneTku cene-
38HRY 17-1 HEBHBIX Mblleli 06pa30BLIBANM HUIKME TUTPHI MiuTepdepoia rMmochae wuii-
AYKUMM (PUTOreMarTMIOTHIIMHOM M KOHKAHABAJMIOM A. 3aT0 KyJbTyDhl €eIe3eHKU
+—5-y yemeNbHBIX MBILIER o6pa30BbIBaNKM BLICOKME THTPHI MiTepdepoHa o/ff u y, mO-
X0Xkue nHa nabmosaeMble B KyJbTYypaX KJETOK, B3ATBIX Y 2—5-M MECAYHBIX MbIIIIei.
Kinerku cesie3eHKY, B3ATbIe y MbIIIEN, KOTOPble ObIIM MoAZalibl MMMYIIM3MPOBaHMIO
DM nomomu NDV-R, o6pazoBbiBanu uHTepdepoH ¢ 60Jlee BLICOKMM TUTDOM, HeM
TUTD uuTepcheporia, 06Pa3OBAHHOTO B KJETKaX, B3IATHIX Y KOHTDOJLHBIX, He MMMY-
HU3KpoRaHIibIX MbIelt, 0cobeiHo TOraa, Korjaa cejne3eHKu 6Gpanu Ha 14- jgenn mocne
UMMy Hu3aLmMy.

SUMMARY

The kinetics of interferon production induced by Newcastle disease virus, strain
Badom (NDV-R) and poli I:-poli C in the presence of DEAE-dextran was studied
In the organism of mice. The highest interferon production in mouse serum was
Obtained 6 hrs after induction with both inducers. The high titers of interferon
Wwere also found in the spleen. The cultures of spleen leukocytes from embryos
and mic;: of different ages were induced with NDV-R, poly I:poly C with DEAE-
-dextran, with phytohemaglutinin ,concanavalin A and LPS from E. coli. The
€mbryo spleen cells produced interferon only after stimulation with NDV-R and
Lps. Spleen cells from 17-day-old suckling mice very poorly produced interferon
type II after induction with mitogens. The cultures of spleen cells from 4—5-week-
-old mice produced high titres of interferon a/8 and y similarly to the cultures
0: 2—5-month-old mice. Spleen cells from mice immunized with NDV-R produced
hlgher titres of interferon than cells of control not-immunized donors, especially
iIf they were taken 14 days after immunization.
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