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Interference Induction by Viral Nucleic Acids in Fibroblasts of the Chicken Embryo

Czynniki niewirusowe stymulujgce produkcje interferonu w wiekszo-
Sci sg polianionami. Do grupy polianionowych induktoréw nalezg kwasy
nukleinowe, polinukleotydy, plastyki, polisacharydy. Model syntezy inter-
feronu przedstawiony przez Kleinschmidta (10) zaklada, ze induk-
cja interferonu przez kwasy nukleinowe nastepuje na drodze derepresji,
czyli odblokowania genu If przez indukujacy kwas nukleinowy lub inny
polianion. Zdolnos¢ interferonogenna kwasow nukleinowych zostata prze-
badana zaréwno in vivo, jak i in vitro. Wykazano duzg aktywnos¢ inter-
feronogenng induktorow.

MATERIALY

Szczepy wirusowe Bakteriofag 4AL,/L;, wirulentny dla Rh. meliloti Ly,
otrzymano z Zakladu Mikrobiologii Ogélnej Instytutu Mikrobiologii i Biochemii
UMCS od dr R. Staniewskiego, natomiast wirus mozaiki tytoniu — z Zakladu Fiz-
jologii Roélin PAN w Krakowie od doc. dr. K. Miczyhskiego, a wirus klesz-
czowego zapalenia mézgu szczep K; — z Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku.
Wirus krowianki pochodzi ze szczepionki otrzymanej z Wojew6dzkiej Stacji ,,Sane-
pid” w Lublinie.

Szczep bakteryjny. Rhizobium meliloti Ly otrzymano z Zakladu Mikro-
biologii Ogoélnej Instytutu Mikrobiologii i Biochemii UMCS od dr R. Staniew-
ckiego.

Ros$liny. Nicotiana glutinosa, Nicotiana tebacum typ Virginia otrzymano
z IUNG w Pulawach.

1 Annales, sectio C, vol. XXXIII
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Zwierzeta doS§wiadczalne. Myszy biale rasy Swiss-Albino wagi 10—
12 g. Zarodki kurze rasy Leghorn 10-, 11-dniowe (do zakazenn na blone kosméwkowo-
-omoczniowsg).

Hodowle tkankowe. Hodowle fibroblastéw zarodka kury uzyskano meto-
da trypsynowania z 9-, 10-dniowych zarodk6éw. Hodowle komoérek Detroit-6 otrzy-
mano z Instytutu Medycyny Morskiej w Gdansku.

METODY

IZOLACJA DNA FAGA 4AL,L; WIRULENTNEGO DLA RH. MELILOTI!
(DNA — FAGA 4AL,L,)

Rh. meliloti oraz faga namnazano w pozywce ,5” Lairda (13). Dalsza pre-
paratyke prowadzono wg metody opisanej przez Staniewskiego i wspbiprac.
(15). Nastepnie czgsteczki faga poddawano wirowaniu réznicowemu (6000 i 30 000
obr./min.), oczyszczajagc w ten spos6b preparat. Czyste czgsteczki fagowe potrakto-
wano fenolem w celu odbiatczenia. Warstwe kwasu nukleinowego zadawano eterem,
a2 nastepnie przepuszczano lotny azot. Do tak przygotowanego preparatu dodawano
alkohol 96% i DNA nawijano na bagietke. Ilo§¢ DNA fagowego oznaczano metodg
spektrofotometryczng. Aktywno$é biologiczng fagowego kwasu nukleinowego spraw-
dzano metodg transfekcji na hodowli kompetentnej.

IZOLACJA DNA WIRUSA KROWIANKI (DNA-VACC)

DNA-vacc I. Wirus krowianki namnazano na hodowli komérek Dtr-6. DNA-vacc
izolowano poprzez kilkakrotne zamrazanie (temp. —20°C) i rozmnazanie zakazonej
tkanki, stosujgc nastepnie preparatyke fenolows.

DNA-vacc II. Blone kosméwkowo-omoczniowg 1l-dniowych zarodkéw kurzych
zakazano wirusem krowianki. Po 72 godz. zbierano zainfekowane blony i zamra-
7ano je w temp. —20°C. Nastepnie rozcierano w mozdziezu i homogenizowano z bu-
forem Tris (1:2). Dalej zastosowano wirowanie ré6znicowe (2000 obr./min., 16 000
obr./min. w czasie 1 godz.). Oczyszczony i powtérnie zhomogenizowany osad podda-
wano dezintegracji ultradzwiekami i osadzono stosujac 16 000 obr./min. w ciggu
1 godz. Zebrany osad w dalszej preparatyce poddawano obrébce zastosowanej przez
Joklika (8), az do momentu odbialczenia.

Odbialczenie przeprowadzono metoda fenolowg na zimno jak w metodzie DNA
4AL,/L,.

IZOLACJA RNA Z WIRUSA MOZAIKI TYTONIU (RNA-WMT)

RNA-WMT. Suchg mase liSciowg ze zmianami mozaikowymi homogenizowano
w roztworze wodnym i poddawano wysoleniu siarczanem amonu. Wytrgcony osad
poddawano preparatyce fenolowej, a nastepnie wytrgcano alkoholem kwas nuklei-
nowy w temp. —20°C.

RNA-WMT 1II. LiScie z rozleglymi zmianami mozaikowymi przechowywano
w temp. —20°C. Do izolacji RNA-WMT II zastosowano modyfikacje metody
Fraenkela-Conrata (4), wysalajac duze iloSci supernatantu siarczanem amo-
nu. Po kilkunastogodzinnej dializie stosowano 4-krotne wirowanie réznicowe (6000
obr./min. w czasie 20 min. i 30000 obr./min. w czasie 1 godz.). Osad homogeni-
zowano i odbialczano metodg fenolowa na zimno.
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IZOLACJA RNA WIRUSA KLESZCZOWEGO ZAPALENIA MOZGU (RNA-KZM)

Myszy biale rasy Swiss-Albino zakazano domé6zgowo wirusem KZM o mianie
10"77LD,y/ml. Po wystapieniu charakterystycznych objawéw porazeniowych, myszy
usypiano i preparowano moézgi. Wirus izolowano z 33% zawiesiny mézgowej o 0,02M
buforze fosforanowym poprzez 3-krotne wirowanie réznicowe (12000 obr./min.
w czasie 20 min., 55000 obr./min. w czasie 1 godz.). Dalej stosowano odbialczenie
wirusa metodg fenolowg na zimno. Aktywno$¢ interferencyjna badanych kwaséw
nukleinowych byla okre§lana metodg oparta na zdolnoSci tworzenia lysinek (PFU).
Prob6éwki z hodowlg tkankowg zakazano r6znymi dawkami kwaséw nukleinowych,
przeliczajagc dawke kwasu na 1 ml plynu. Tok do§wiadczalny opisano we wcze$-
niejszej pracy (11).

AKTYWNOSC KWASOW NUKLEINOWYCH PODDANYCH DZIALANIU NUKLEAZ

DNA poddawano dzialaniu dezoksyrybonukleazy 20 pg/ml w czasie 30 min.
w temperaturze pokojowej, RNA zadawano rybonukleazg 10 pg na ml w czasie
15 min. w temp. 37°C. Dalej badano aktywno$é biologiczng kwaséw nukleinowych
poddanych dzialaniu nukleaz, wprowadzajgc je w dawkach wywolujgcych naj-
lepsza interferencje.

OKRESLENIE ILOSCI KWASU NUKLEINOWEGO

Ilo§¢ DNA okre$lano spektrofotometrycznie, przyjmujac, ze A przy diugosci fali
réwnej 260 nm dla 50 ug DNA réwna sie 1,0. Ilo§¢ RNA obliczano stosujgc wzér
Hayashi i wspblprac. (7)

1
Crna= 35 (1,38 X Agyq—0,79 X Aggy)
We wszystkich przebadanych ukiadach oznaczano obecno$é interferonu.

WYNIKI INTERFERENCJI PRZY UZYCIU ROZNYCH KWASOW
NUKLEINOWYCH

DNA 4AL;/Lg. We wczesniejszych badaniach (11), stosujac nie oczy-
szczone preparaty DNA faga uzyskiwano wysoki stopien interferencji.
Trudno bylo jednak okresli¢c jednoznacznie charakter induktora, ktéry
niewgtpliwie zawieral, oprocz kwasoéw nukleinowych faga, inne skladniki
komorkowe (bakteryjne i fagowe). Badania wlasciwosci interferencyjnych
DNA 4AL,/Ls wykonano stosujgc podang technike oczyszczania kwasu
nukleinowego faga. Otrzymany DNA 4AL,/L,; indukowal interferencje
prawie w takim samym stopniu jak DNA 4AL./Lg oczyszczony prostszg
technikg (11).

Czas indukecji ulegl skroceniu, a takze optymalna dawka indukujaca
zostala zmniejszona w stosunku do aktywnego preparatu DNA 4AL,/Ls,
ktéry wczesniej przebadano i opisano (11). Maksymalng ochrone tkanki
uzyskano po 3 godz. indukcji, stosujac DNA 4AL./Ly w dawkach 1, 5,
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10 ug/ml, przy czym dawka 5 ug/ml chronita tkanke w najwyzszym stop-
niu. Dawka 25 pg/ml po 3 godz. inkubacji wykazywala obnizenie inter-
ferencji, a po 6 godz. dzialala toksycznie na tkanke. Ten sam efekt toksy-
czny stwierdzono juz po 2 godz. inkubacji, stosujagc dawke 50 pg/ml.

DNA-vacc II. W dawce 5 ug/ml na FZK wykazywatl maksimum inter-
ferencji po 3 godz. inkubacji hodowli. Niewiele nizszg interferencje obser-
wowano po 6 godz. inkubacji, a po 12 godz. wystepowal wyrazny spadek
ochrony tkanki. Zwiekszenie dawki DNA-vacc II do 25 ug/ml oraz prze-
dluzenie czasu inkubacji powodowalo obnizenie stopnia interferencji.

DNA-vacc I. Maksimum interferencji wykazywal na FZK w dawce
10—25 pg/ml po 10 godz. inkubacji hodowli. Po 18 godz. inkubacji wy-
stepowal juz wyrazny spadek. Zwiekszenie dawki do 50 ug/ml powodo-
walo obnizenie poziomu interferencji.

Poréwnujac wyniki uzyskane z DNA-vacc I i DNA-vacc II stwierdza
sie ré6wniez duze roznice w wielkosci efektywnej dawki i w dtugosci okresu
indukcji. Czas indukcji w przypadku DNA-vacc II byl 3-krotnie krotszy
niz w przypadku DNA-vacc I, a najefektywniejsza dawka analogicznie
zmniejszala sie 5-krotnie.

RNA-WMT I. Poczatkowe badania wykazywaly wysokg ochrone FZK.
Najlepsze wyniki uzyskano stosujac dawke 25 ug/ml oraz czas indukcji
12 godz. Po 18 godz. poziom interferencji stymulowany przez ten kwas
utrzymywal sie mniej wiecej na tym samym poziomie jak po 6 godz.
inkubacji, po 24 godz. interferencja zanikala prawie catkowicie.

RNA-WMT II. Maksymalna ochrona tkanki na FZK pojawila sie po
6 godz. inkubacji, jesli stosowano dawke 10 ug/ml. Zwiekszenie dawki do
25 pg/ml wykazywalo obnizenie dzialania ochronnego o 20% w stosunku
do maksymalnej interferencji.

RNA-KZM. Najlepszg interferencje obserwowano po 6 godz. inkubacji
hodowli FZK kwasu nukleinowego w dawce 10 ug/ml. Ochrona tkanki
dochodzita do 60%. Rownie efektywna byla dawka 25 ug/ml po 12 godz.
inkubacji. Inne przebadane dawki RNA-KZM dawaly ochrone tkanki
mniejszg, w granicach 40% interferencji.

Wszystkie badane kwasy nukleinowe powodowaly produkcje interfe-
ronu, co zostalo stwierdzone we wszystkich przypadkach. Uzyskano bar-
dzo wysokie miana interferencji, do 200 jedn. If/ml.

DYSKUSJA

Doswiadczalnie udalo sie wykaza¢ efektywnosé kwasdow nukleinowych
jako induktoréw interferencji. Sposrod naturalnych kwaséw nukleinowych
gléwng uwage zwrocono na genomy fagow E. coli Mu9 (1, 12), MS2 (3, 9,
17), £, (2, 5, 6).



Indukcja interferencji przez wirusowe kwasy nukleinowe... 5

; uq[ml.
& « DNA 4AL,ILg +— 5 3; %A DNA —vaccL pg/mL
[ [ — 25
gt -~ —
@ 50 & 10
= 5 50 i
e 8Bk chrobpdin vologhasons 50
|
g.' 30 'T =
o 20 §T' - »
&% o
3 & 10
(= o
(=] <
5 godz.
hrs
% RNA ~ WMT I 4gfml gml
7% RNA -WMT I — 2

8 § 8 8

S

-
o

Jnterferencja —Jnterference

dnterferencja - Interference
3 88 & 88

123 6 12 18 24 9odz

x

ONA -vace I ”‘j/’“L
—f

- 4G

-

e 28

23
1<)

~ W
o o

Jnterferencja —Jnterference
3 &

Jnterferencia - Interference

23 6 7? 18 godz' 1213 6
hrs.

2 18 24 godz
hrs

Ryc. 1. Interferencja w hodowli fibroblastéw zarodka kury w zalezno$ci od zasto-
sowanego induktora
Interference in fibroblasts’ culture of the chicken embryo depending on the inductor
used

Fuchsberger i wspélprac. (5) przebadali wptyw RNA f, na
indukcje interferonu w dawkach 10—50 ug/ml w ukladzie in vitro. Stwier-
dzili oni stymulacje interferonu jedynie w hodowli otrzewnowych leuko-
cytow mysich. Natomiast w ludzkich komoérkach obserwowano niski sto-
pien produkcji tego czynnika przeciwwirusowego, a w komoérkach mysich
L i FZK (2, 5) nie stwierdzono indukcji interferonu.

RNA fagowy moze dziala¢ w dwojaki sposdb, zalezny od rodzaju tkanki.
Kawade i wspélprac. (9) wykazali, ze badany przez nich RNA MS2
w tkance FZK indukowal interferon, natomiast w fibroblastach ptuca
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ludzkiego przeciwdzialal indukcji tego biatka o dzialaniu przeciwwiruso-
wym. RNA fagowe, jak wykazaly badania Baugh i wspoélprac. (1), nie
wykazuje szkodliwego dzialania na replikacje chromosomalng i inne nor-
malne procesy zyciowe hodowli tkankowej.

Przedstawione w niniejszej pracy badania nad wilasciwosciami induk-
cyjnymi kwaséw nukleinowych, pochodzgcych z czterech réznych szcze-
péw wirusowych, dziatajagcych na tkanke, daly moznos¢ porownania ich
zdolnosci interferencyjnych. Brano pod uwage dawke preparatu oraz dzia-
lanie preparatéow nie oczyszczonych i oczyszczonych.

Kwas nukleinowy faga otrzymany z nie oczyszczonych czastek faga (11)
indukowat interferencje prawie w takim samym stopniu jak DNA 4ALq/Lg

otrzymany z oczyszczonych czastek, jednakze czas indukcji ulegl znacz-
nemu skroceniu.

Poréwnujac nastepnie wyniki uzyskane z DNA 4AL;/L; z czagstek faga
oczyszczonych i nie oczyszczonych stwierdzono duze réznice w wielkosci
efektywnej dawki i w toksycznosci uzyskanego preparatu.

Najefektywniejsza dawka DNA z oczyszczonych czastek faga zmniej-
szyla sie 10-krotnie w stosunku do analogicznej dawki DNA uzyskanego
z nie oczyszczonych preparatow faga. DNA 4AL./Lg oczyszczone metodg
opisang w tej pracy 6-krotnie szybciej stymulowal zjawisko interferencji
anizeli DNA 4AL./Ly otrzymany metodg wczesniej stosowang (11). DNA
oczyszczony w wyzszym stopniu wykazywal toksycznos¢ po 6 godz. w
dawce 25 pg/ml, natomiast DNA o nizszym stopniu oczyszczenia dopiero
w dawce 100 ug/ml. Podobne zaleznosci odnoszgce sie do czasu indukcji
i wielkosci najefektywniejszej dawki stwierdza sie rowniez w przypadku
DNA-vacc I i DNA-vacc II. Efektywna dawka DNA-vacc II zmniejszyla

sie¢ 5-krotnie czas indukcji zostal skrécony 3-krotnie w stosunku do
DNA-vacc II.

Porownujac wyniki zdolnosci interferencyjnej kwasu nukleinowego
RNA-WMT I i RNA-WMT II stwierdzono te samg zaleznos¢, jakg wyka-
zano w przypadku DNA 4AL,/Lg, oraz DNA-vacc I i DNA-vacc II. Niska
czystos¢ i niejednorodnos¢ preparatu powoduje koniecznos¢ stosowania
wyzszych dawek kwasu nukleinowego i przedluzenia czasu indukeji inter-
feronu.

Toksyczny wplyw kwasow nukleinowych wykazano tylko przy dzialaniu
DNA na FZK. Zaréwno DNA-vacc., jak i DNA 4AL;/Lg byly toksyczne
w dawce 50 pg/ml. Toksycznosci kwasé6w nukleinowych nie stwierdzono.

Wiekszos$¢ badaczy sklania sie ku twierdzeniu, ze indukcje interferen-
cji wywolujg dwuniciowe formy kwasoéw nukleinowych. Wiele badan wy-
kazuje duzg efektywnos¢ wiasnie tych form, lecz tylko w przypadku kwa-
sow rybonukleinowych. DNA, mimo ze dwuniciowe, jesli posiada aktyw-
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no$é interferonogenng, to w minimalnym stopniu. Trzeba jednak pod-
kresli¢, ze jednoniciowe formy RNA w wielu tkankach réwniez wykazuja
pewng aktywnos¢ (14, 17). Tak wiec trudno jest jeszcze twierdzi¢ z calg
pewnoscig, ze tylko formy dwuniciowe wywotuja efekt interferencji, tym
bardziej ze przedstawione badania odnoszg sie do jednoniciowych RNA.
Zastosowana w doswiadczeniach rybonukleaza trzustkowa niszczyla
aktywnos¢ interferonogenng RNA, WMT i KZM.
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PE3IOME

Ha ¢dubpobnacrax 3apoxsiiia Kypuibl UCCIE€Z0BaJMUCE MiiTEPdEpeHIMOotiHbIe CIOo-
cOGHOCTM HeThIpEX HYKJEMHOBBIX KMCJOT, NMOJYyUEeHHbIX U3 YeThIpeX pa3iblX BMPYCOB:
RNA Bupyca mo3aumkyu tabaka, RNA Bupyca kaemeBoro Bocnajeimus Mmo3ra, DNA
GakTepuodpara 4AL,/Lg Rhizobium meliloti, DNA Bupyca OCMEHHOTO AETPMUTA.

Obe pubonykneuHoBble KMCJIOTHI OKAa3aJUCh JYYIUMMM MHAYKTOpPaMu uHTEPde-
peHuMH, HeM Ae30KCUPUOOHYKJIEMHOBble KUCAOTbl. OOHapy’XeHbl 6oJblline pa3HULLI
B MHAYKLUMM ABJeHMA MHTepdepeHUMM 'lepe3 NnpernapaTbl OYMIEHHBIX ¥ HEOHMUIeH-
HbIX HYKJEMHOBBIX KMCJOT. HM3Kaa 4MCTOTA M HEOAHOPOAHOCTL NpenapaTa BbI3bi-
BalOT HEOOXOAMMOCTH NMpUMeEHEHUA BOoNbUIMX [03 HYKJIEUHOBLIX KMCJIOT U yIJAMHSIOT
BpeMA MHAYKUMU MHTepdepoiia.

SUMMARY

Interference capacity of the four nucleic acids from four different viruses was
studied on fibroblasts of the chicken embryo: RNA of Tobacco Mosaic Virus, RNA
of Tick-Borne Encephalitis Virus, DNA of 4AL;/Ls Rhizobium meliloti bacter-
iophage, DNA of Vaccinia Virus.

Both ribonucleic acids appeared to be better interference inductors than deo-
xyribonucleic acids. Great differences in interferences induction by the preparations
of purified and nonpurified nucleic acids were shown. A low purity and hetero-
geneity of the preparation required the use of higher doses of the nucleic acid and
made the induction time of the interferon longer.



