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Interferony indukowane przez wirusowe kwasy nukleinowe in vitro

Unrtepcdepons!, MUAYUMPOBAHHLIE BUPYCHLIMM HYKJIEUWHOBBIMM KMUCJIOTaMu in vitro

Interferons Induced by Viral Nucleic Acids in vitro

Wiele technik zageszczania i oczyszczania bialtka zostalo wykorzysta-
nych do oczyszczenia i zageszczenia interferonu (1, 5, 10). Jednakze zadna
z zastosowanych metod nie doprowadzita do catkowitego oczyszczenia i co
najwazniejsze do podniesienia aktywnosci biologicznej interferonu.

Na podstawie doswiadczen stwierdzono, ze kwasy nukleinowe wiruséw
zwierzecych, roslinnych i fagowych indukujg interferencje w komoérkach
pierwotnych i w linii komérkowej Dtr-6 (7, 8).

Interferencje wywotuje biatko interferowane, co zostalo sprawdzone
doswiadczalnie.

MATERIALY I METODY

Szczepy wirusowe, bakteryjne, ro§liny, zwierzeta do$wiadczalne i hodowle tkan-
kowe, metody izolacji kwas6w nukleinowych oraz oznaczenia kwaséw nukleino-
wych stosowano takie, jak we wczeéniejszej pracy (7).

Otrzymywanie interferonu. Do produkcji interferonu stosowano jed-
nowarstwowe hodowle komérek Detroit-6 i fibroblastéw zarodka kury w butlach
Roux. Hodowle te zakazano optymalng dawkg badanego kwasu nukleinowego (7, 8)
i inkubowano w temp. 37°C. Nastepnie hodowle zamrazano w temp. —20°C. Po roz-
biciu tkanki dodawano 1M octan cynku w iloéci 1 ml na 100 ml plynu zawieraja-
cego interferon. Nastepnie wirowano przy 3000 obr./min. Odwirowany osad rozpusz-
czano w 0,2M HCIl pH 2,5. Otrzymany koncentrat dializowano w ptynfe fizjologicz-
nym, doprowadzajagc pH koncentratu do 6,5. Dalej dializowano w 0,1M buforze
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fosforanowym o pH 6. Po dializie preparat zadawano antybiotykami — (100 jedn./ml
penicyliny i 100 jedn./ml streptomycyny).

Badanie aktywnoéci interferonu. Aktywnos§¢ biologiczng interfe-
ronu badano na tkance homologicznej i heterologicznej oraz okre§lano jego wiasci-
woséci poddajgc dziataniu: temp. 56°C przez 30 min., 20 ug/ml trypsyny przez 30 min.
w 37°C i pH 2 przez 24 godz. (6).

Obliczanie jednostek interferonowych. Za jednostke interfero-
nowa przyjmowano najwyzsze rozcienczenie interferonu, ktére dawalo 50% zahamo-
wania lysin w por6éwnaniu z kontrolami zakazonymi t3 sama dawkg wirusa.

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

PREPARATY INTERFERONOWE UZYSKIWANE W FIBROBLASTACH ZARODKA KURY

Poczatkowo préobowano dziala¢ preparatem nie zageszczonym na tkan-
ke homologiczng, jednak po uzyskaniu wynikow ochronnych stwierdzono,
ze istnieje potrzeba zageszczania badanego preparatu (ryc. 1).

Nie oczyszczony i nie zageszczony interferon, indukowany przez
RNA-WMT II na FZK, posiadal bardzo niskg aktywnos¢, nie dajacg na-
wet 50% ochrony tkanki homologicznej. Ta niska aktywnos¢ preparatu
natywnego spowodowala zastosowanie do wszystkich innych badanych
interferon6w techniki precypitacyjnej zageszczajacej i czesciowo oczy-
szczajacej od materialu balastowego.

Preparat interferonowy zageszczony, uzyskany pod wplywem
RNA-WMT II, posiadal juz o wiele wyzszg aktywnos¢ anizeli preparat
% iyt
50
40
30
20

10

Jnterferencja - Interference

12 44 48 445 4R 46y 1428 1:256

Rezcienczenve unterferonu — Interferon dilution

Ryc. 1. Aktywno$¢ interferonu nie oczyszczonego, indukowanego przez RNA—WMT
II na FZK; 1 — na tkance homologicznej, 2 — na tkance heterologicznej, 3 — pod
wplywem dzialania temperatury, 4 — pod wplywem dziatania pH 2, 5 — pod wply-
wem dzialania trypsyny
Activity of non-purified interferon induced by RNA of Tobacco Mosaic Virus (TMV)
on FZK; 1 — on homologous tissue, 2 — heterogeneous tissue, 3 — Incubated at
56°C, 4 — exposed to a pH of 2, 5 — treated with trypsin
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natywny (ryc. 1 i ryc. 2c). W rozcienczeniu 1: 8 stwierdzono 82% inter-
ferencji. Ta wysoka aktywnos¢ utrzymywala sie jeszcze przy rozciencze-
niu preparatu w stosunku 1 : 128.

Interferon otrzymany z FZK pod wplywem RNA-KZM byl réwnie
aktywny, jak i preparat uzyskany pod wplywem RNA-WMT II. W roz-
cienczeniu 1:8 aktywnosé tego preparatu dawala 84,5% ochrony tkanki,
a przy rozcienczeniu 1: 160 stwierdzono jeszcze 61% ochrony (ryc. 2d).

Preparat interferonowy uzyskany pod wplywem DNA 4AL./Ls; na
FZK wykazywal bardzo wysoki prccent (76,5%) interferencji w rozcien-
czeniu 1:20. Ta wysoka aktywnosé¢, dajagca ponad 50% ochrony, utrzymy-
watla sie az do rozcienczenia 1 : 80 (ryc. 2ab).

Preparat interferonowy uzyskany pod wplywem DNA wirusa kro-
wianki na FZK rowniez wykazywal wysokg aktywnos¢ ochronng na
tkance homologicznej (ryc. 2b). W rozcienczeniu 1: 10 stwierdzono 74%
ochrony tkanki. Takg samg aktywno$¢ powodowalo zastosowanie inter-
feronu otrzymanego po indukcji DNA 4AL./Ls; w rozcienczeniu 1:20.

PREPARATY INTERFERONOWE UZYSKANE W KOMORKACH DETROIT-6

Interferon uzyskany pod wplywem DNA faga 4AL./L; nie wykazywal
wysokiej zdolnosci ochronnej nawet na tkance homologicznej. W rozcien-
czeniu 1: 10 chronil tkanke w 60%, a w rozcienczeniu 1:20 aktywnosé¢
spadala ponizej 50% (ryc. 2a). Jeszcze nizszg aktywnos¢ stwierdzono w
przypadku interferonu uzyskanego pod wplywem DNA-vacc II. Aktyw-
nosc¢ tego interferonu nie przekraczala ochrony 50% komoérek (ryc. 2b).
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Ryc. 2. Aktywno$§¢ preparatéw interferonowych na tkankach homologicznych uzy-
skanych pod wplywem a — DNA 4AL,/L;, b — DNA-vacc II, ¢ — RNA—WMT II,
d — RNA—KZM
Activity of interferon preparations on homological tissues obtained under the in-
fluence of: a — DNA AL./Ly;, b — DNA-of Vaccinia virus II, ¢ — RNA—TMW II,
d — RNA of Tick-borne. Encephalitis virus

2 Annales, sectio C, vol. XXXIII
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Rowniez preparaty interferonowe uzyskane pod wplywem obu RNA-
-WMT II i RNA-KZM nie wykazywaly szczegélnej aktywnosci. W roz-
cienczeniu 1:10 chronily ponad 50% komérek tkanki (ryc. 2c, d).

Wszystkie przebadane interferony mimo roéznej aktywnosci wykazy-
waly dzialanie ochronne w stosunku do tkanki homologicznej i minimal-
ne dzialanie ochronne w stosunku do tkanki heterologicznej.

Wilasciwoscei fizykochemiczne i biologiczne interferonu zostaly opisane
przez Fantesa (3, 4, 5). Wiele prob przeprowadzono w celu uzyskania
biatka interferonowego o jak najwyzszej aktywnosci. Jednakze zadna ze
stosowanych metod nie doprowadzila do catkowitego oczyszczenia i uzy-
skania aktywnego interferonu. Mimo tych trudnosci dla interferonéw nie-
kompletnie oczyszczonych ustalono juz pewne kryteria rozpoznawcze, sta-
nowigce punkt odniesienia w dalszych badaniach. To przeciwwirusowe
biatko wykazuje specyficzno$é tkankowsg, co udato sie potwierdzi¢ z calg
pewnoscia w przedstawionych badaniach interferonu produkowanego na
FZK. Bialko interferonowe nie przechodzi przez blony dializacyjne, jest
stale w szerokim zakresie pH 2—10 i wykazuje stabilnos¢ przy ogrzewaniu
do temp. 56°C/30 min., dopiero w 85°C traci swa aktywnos¢.

Wyzej wymienione kryteria zostaly okreslone w stosunku do inter-
feronéw. Wszystkie przebadane substancje posiadaly cechy biatka inter-
feronowego. Przy indukcji interferonu na FZK kwasami RNA uzyskiwano
bardzo wysokie miana interferonu (200 jedn. If/ml) — ryc. 3. Podobnie
wysokie miana interferonu indukowanego u krélikéw przez Reo-3 otrzy-
mal Tytell i wspoélprac. (11) 128—250 jedn. If/ml i Doskocil
i wspotprac. (2) na mysich leukocytach 64—256 jedn. If/ml. W hodowli
komoérek Dtr-6 nie udalo sie stwierdzi¢ wyraznych réznic w indukeji
interferonu przez dwa typy kwaséw nukleinowych. Miano interferonu
stwierdzone na Dtr-6 bylo 4-krotnie nizsze anizeli na FZK. Interferon
uzyskany na tkankach pod wplywem DNA tylko w przypadku indukecji
DNA faga na FZK dawat wzglednie wysokie miano: 85 jedn. If/ml.

Obok badan wykonanych z kwasami nukleinowymi przeanalizowano
réwniez preparaty kontrolne, ktérymi byly ptyny utrzymujace z hodowli
tkankowych i poddane tej samej preparatyce. Preparaty kontrolne prze-
badano na tkance homologicznej oraz poddano je dzialaniu pH 2, podwyz-
szonej temperatury i trypsyny. Wyniki badan kontrolnych wykazaly, ze
juz w samej tkance, nie poddanej zadnym dodatkowym dzialaniom induk-
toréw, znajdujg sie czynniki o bardzo niskiej aktywnosci przeciwwiruso-
wej (tab. 1). Wyniki te sg potwierdzeniem wczesniejszych doniesien (9)
o spontanicznym pojawieniu sie¢ w zawiesinach komoérkowych interferonu
o niskiej aktywnosci.

Nie zostalo jeszcze wyjasnione, dlaczego w niektérych systemach ko-
morkowych kwasy nukleinowe indukujg mate ilosci interferonu. Naleza-
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Ryc. 3. Aktywno$§¢ preparaitéw interferonowych
Activity of interferon preparations

Tab. 1. Hodowle komérkowe FZK i Dtr-6 jako kontrole zawartoSci bialka posia-
dajgcego aktywno$é¢ interferonu
Protein content in tissue cultures of Dtr-6 and Chicken Embryo Fibroblast (FZK)
was used as controls in regards to interferon activity

Tkanka

Tissue FZK S

Rozcienczenie : 5 . d 4 ; : 3
Dilution 1:20 1:40 1:80 1:160 1:10 1:20 1:40 1:80

Tkanka homologiczna
Homological tissue 39 32 18 0 33 29 12 12

Tkanka pod wpltywem

dziatania trypsyny 10,5 11 0 0 28 20 18 0
Treated with trypsin

Pod wplywem dziatania

temperatury (56°C) 18 8 14,5 3 32 20 12 0
Incubated at 56°C

Pod wptywem dzialania

pH 2 21,5 19,5 4 0 20 24 10,5
Exposed to a pH of 2

toby okresli¢ strukture, ciezar, dlugos¢ lancucha kwaséow nukleinowych
jako induktoréw interferonu, aby odpowiedzie¢ na pytanie: dlaczego in-

dukcja wystepuje w jednym ukladzie lub dlaczego stwierdza sie brak
indukcji w innym.
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PZ3IOME

Jloka3zana BbLICOKA® aKTUBHOCTb MITEP(EPOHOBLIX MNpenapaToB, MOJYHeHHbLIX Ha
NepBUMUHON TKauHu c¢hubpobracToB 3apoAblllla KYpPHUllbl MOA BJIMAHUMEM BUPYCHBLIX DPH-
GOHYKNIeUHOBbIX KMCAOT. TuTph! 9TMX npenapaToB cocraBaAaau 200 exn. If/ml. Orme-
yaeTca noytyu 80% 3alMTLI rOMOJIOTMYECKOM TKally 3TUMM [penapatamMu, a TaKikKe
MX YYBCTBMTEJbLHOCTH K TPHMIICMHY M HEYYBCTBUTEJLHOCTL K TeMn. 56°C n pH 2.

SUMMARY

A high activity of the interferon (If) preparations obtained on primary tissue
of chicken embryo fibroblasts was shown under the influence of viral ribonucleic
acids. The titers of these preparations were 200 units of If/ml. The infection of the
homologous tissue was inhibited in over 80% of the cases by these preparations.
If preparations were sensitive to trypsin and insensitive to temperature of 56°C
and a pH of 2,



