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Unnykuma murepdepetumMy BUPYCHbIMU HYKJEUHOBBLIMM KMUCJIOTaMyU B KJIETKax
Detroit-6

Interference Induction by Viral Nucleic Acids in Detroit-6 Cells

Czynniki przeciwwirusowe stanowig obecnie przedmiot zainteresowan
wielu badaczy. Szczegolng uwage zwraca sie na naturalne substancje
przeciwwirusowe. Do nich zalicza sie dwuniciowe RNA izolowane z wiru-
sow bakteryjnych Escherichia coli: MS (8, 12, 21), Mu9 (3, 17), £, (7, 10,
11), T4 (15), z wiruséw grzybowych: Penicillium funiculosum (18), Peni-
cillium stoloniferum (1, 2, 4, 13, 14), Penicillium chrysogenum Q 176 (5)
oraz innych mykofagow (6).

W produkcji interferonu duzg role odgrywa dobér odpowiedniego
induktora, ale nie mniejsze znaczenie ma zastosowana tkanka. Postano-
wiono przebada¢ indukcje interferonu pod wptywem réznych wirusowych
kwasoéw nukleinowych w komoérkach linii cigglej pochodzenia ludzkiego.

MATERIALY I METODY

Szczepy wirusowe, bakteryjne, rosliny, zwierzeta do§wiadczalne i hodowle tkan-
kowe oraz metody izolacji kwas6w nukleinowych i ich oznaczenia podano w poprzed-
niej pracy (16).
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WYNIKI INTERFERENCJI PRZY UZYCIU ROZNYCH KWASOW
NUKLEINOWYCH

DNA 4ALq/Lg. Interferencje najwyzszego stopnia stwierdzono w dawce
25 ug/ml po 12 godz. inkubacji z badanymi komoérkami. Zwiekszenie dawki
DNA do 50 pg/ml prowadzilo do obnizenia zdolnosci interferencyjnej. Nie
obserwowano toksycznego dzialania badanego kwasu nukleinowego na
komoérki Dtr-6 nawet przy zwiekszeniu inkubacji do 18 godz. Obserwujgc
indukcje interferonu przez DNA 4AL./L; stwierdzono zalamanie sie
mechanizmu ochronnego po 6 godz. dzialania badanego induktora na
tkanke. Dotyczylo to wolnych stezen induktora. Stwierdzono rowniez, ze
wigksze stezenia induktora (10, 25, 50 pg/ml) powodowaly powstawanie
lysinek o srednicy 1—1,5 mm, czyli dwukrotnie wiekszych anizeli w kon-
troli wirusa dokazajacego.

DNA-vacc II. W hodowli komérek Dtr-6 badany kwas nukleinowy byt
rowniez dobrym induktorem interferencji. Wykazywal maksymalne
dzialanie ochronne po 12 godz. inkubacji przy wprowadzeniu dawki
50 pg/ml. Podobnie do DNA 4AL./Ls rowniez DNA-vacc II po 6 godz.
inkubacji z komérkami Dtr-6 wykazywal zmniejszony stopien interferencji
we wszystkich badanych dawkach. Obserwowano znaczng interferencje
po 3 godz. inkubacji hodowli z DNA, spadek po 6 godz., a nastepnie wzrost
do maksymalnych wartosci po 12 godz., oraz zanik dzialania ochronnego
po 18 godz. indukcji.

RNA-WMT II. Dynamika narastania interferencji pod wplywem
RNA-WMT II w hodowlach komoérek Dtr-6 wykazywala inny przebieg
anizeli dynamika interferencji obserwowana w tej samej hodowli komor-
kowej pod wptywem DNA-vacc II i DNA 4AL,/Ls. Najbardziej efektyw-
na okazala si¢ dawka 25 ug/ml po 12 godz. inkubacji z badang tkankg.
Przedluzenie czasu inkubacji oraz zwiekszenie dawki kwasu nukleinowego
obniza jego dzialanie ochronne.

RNA-KZM. Interferencja stymulowana przez RNA-KZM we wszyst-
kich badanych dawkach ukladata sie prawie na tym samym poziomie po
3, 6 i 12 godz. inkubacji, a po 18 godz. ulegala zanikowi. Staly poziom
ochronny po zadzialaniu przebadanymi dawkami RNA-KZM przewyzszala
w niewielkim stopniu (10%) jedynie dawka najwyzsza, tj. 50 pg/ml po
12 godz. inkubacji.

Kwasy nukleinowe w hodowlach komoérek Dtr-6 nie wykazywaly roz-
nic w efektywnoséci dzialania. Dla wszystkich przebadanych kwaséw
nukleinowych optymalny czas indukcji z tkankg wynosit 12 godz., a inter-
ferencja wahala sie w granicach 46—48,5%. Nie obserwowano roznic w
zaleznosci od wielkosci dawki i rodzaju kwaséw nukleinowych. Przeba-
dane dawki kwaséw nukleinowych nie wywieraly dzialania cytotoksycz-
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nego na tkanke. Wszystkie przedstawione doswiadczenia powtérzono 3-,
4-krotnie.

Stwierdzono, ze zjawisko interferencji badanych kwasow nukleinowych
wywotywatl interferon, jakkolwiek miana interferonu byly bardzo niskie
(15—50 jedn. If/ml). Przebadane kwasy nukleinowe poddano dziataniu
nukleaz. DNA pod wplywem DNazy i RNA pod wplywem RNazy tracily
catkowicie swg aktywnos¢ interferonogenng.
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Ryc. 1. Interferencja w hodowli komérek Detroit-6 w zalezno$ci od zastosowanego
induktora
Interference in Detroit-6 cells culture depending on the inductor used

DYSKUSJA

Hipoteza Isaacsa, ze obcy kwas nukleinowy jest dobrym indukto-
rem interferonu, znalazla potwierdzenie w wielu badaniach.

Wykrycie przez Kleinschmidta (14) w preparacie statolonu
obecnosci czasteczek wirusowych RNA przyczynito sie do zainteresowania
sie hipotezg Isaacsa. Réwniez przyczynily sie do rozwigzywania tego
problemu badania O’'Della, Rotema, Jensena, Takano, Ma-
yera, Luc Montagniera, wykazujgce, ze wprowadzenie kwaséw
nukleinowych do badanego systemu in vivo czy in vitro obniza Smiertel-
noé¢ zwierzat lub chroni cze$ciowo tkanke przed infekcjg wirusows.
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Na podstawie doswiadczen udalo sie wykaza¢ efektywnosé¢ kwasow
nukleinowych jako induktorow interferencji in vitro. Najlepszg ochrone
tkanki pod wptywem obu RNA stwierdzono po 12 godz., ale dawki dajgce
najlepszg ochrone tkanki byly rézne. Ten sam poziom interferencji uzyski-
wano stosujgc 25 pg/ml RNA-WMT i 50 pg/ml RNA-KZM. Po osiggnieciu
maksimum pod wplywem wymienionych dawek w optymalnym czasie
poziom interferencji uleg! obnizeniu.

Kwasy nukleinowe w hodowli komoérek Dtr-6 nie wykazywalty wyraz-
nych roéznic w sposobie dzialania. Dla wszystkich przebadanych kwasow
nukleinowych optymalny czas indukcji wynosit 12 godz. Nie obserwowano
roznic w zaleznosci od wielkosci dawki i rodzaju kwasu nukleinowego.
Przebadane dawki kwasow nukleinowych nie wywieraly dzialania cyto-
toksycznego na tkanke.

W badaniach enzymatycznych zastosowane nukleazy caltkowicie
niszczyly interferonogennosc kwasow nukleinowych. Ryoonukleaza trzust-
kowa dziatala inaktywujgco na jednoniciowe RNA (20). Nalezy zatem
przyjac, ze zarowno RNA-WMT 11, jak i RNA-KZM byly.formami jedno-
pasmowymi, lub zalozye, tak jak zrobili to Field i wspolprac. (9), ze
izolowane RNA na catej swej dilugosci nie mialy identycznej struktury,
gdyz formy jednopasmowe w wielu miejscach posiadaty dodatkowe od-
cinki lancuchéw komplementarnych, tworzacych strukture dwupasmowg.
By¢ moze, wiasnie te odcinki skumulowane w odpowiednio duzych ilos-
ciach dopiero bylyby w stanie wywotac zjawisko interferencji.

Jednakze hipoteza dwuniciowosci nie we wszystkich badaniach znaj-
duje potwierdzenie. Banks i wspotprac. (2), Borecky i wspolprac.
(4), Matsuyama i wspolprac. (19) oraz U jihara i wspélprac. (21)
wykazali efektywnos¢ form jednoniciowych. Podobne wyniki uzyskaliSmy
rowniez w tej pracy.
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PE3IOME

UccnenoBanack MHAYKUMA uuTepdepoila Mojxg BAMAHMEM BUPYCHbIX pPHMOOHYKJIEu-
HOBBIX M J€30KCUPMOOHYKJIEMHOBBIX KMCJOT B KJETKaX CHJOUIHOM JMIIMM HYeJsose-
yeCcKoro npomucxoxaenusa Detroit-6. Bce 3Tu HyKJI€MHOBBEIE KMCJIOThLI NPOABJIAIM Hau-
JYUIYI0 MHAYKUMIO MHTepdepeHumnyn yepe3 12 yacoB nocye uHKy6Gaumn.

He nabaropanyuch pas3iMubl B MHAYKLMM MHTepdepeHumy, 3aBucALIME OT Beau-
YMHBI J03bl M BUAA HYKJEMHOBOM KMCJOTbl. MakKcuMMalbHafd CTeMNeHb IO0Jy4HaeMOM
uuTepdepenmu Kosebanach B rpanmuax 46—48,5% npenoxpaHeHusa TKaHu.

SUMMARY

Interferon induction under the influence of viral ribonucleic and deoxyribo-
nucleic acids in Detroit-6 cells was examined. All acids showed the best interference
induction after 12 hr of incubation.

No differences in interference induction were found to depend on the dose size
or the kind of nucleic acid. The maximum rate of the interference obtained ranged
from 46—48.5% of tissue protection.



