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Comparison of Interference Capacity of Nucleic Acids in the Culture of Detroit-6
Cells and in Fibroblasts of the Chicken Embryo

Od dluzszego czasu poszukuje sie induktoréow powodujgcych wytwo-
rzenie duzych ilosci interferonu. Induktory takie s aktywne w roéznych
ukladach i systemach komorkowych. Jakkolwiek rosnie ich liczba, to
stwierdza sie ciggle jeszcze brak odpowiedniego czynnika, ktory stymulo-
walby produkcje interferonu w zadowalajgcym stopniu, a tym samym za-
bezpieczalby organizm ludzki czy zwierzecy przed infekcjg wirusows.

MATERIALY I METODY

Szczepy wirusowe, bakteryjne, ro§liny, zwierzeta do§wiadczalne, hodowle tkan-
kowe oraz metody izolacji kwaséw nukleinowych i ich oznaczenia przedstawiono
we wczeSniejszej pracy (12).

WYNIKI

W celu dokonania dokladniejszej interpretacji doswiadczen, przedsta-
wionych w dwu poprzednich pracach (12—13), wybrano i poré6wnano naj-
efektywniejsze dawki kwasow nukleinowych powodujacych maksymalng
interferencje na FZK i Dtr-6.

Stosujagc DNA 4AL,/Ly; w dawce 5 pg/ml na FZK otrzymano szczyt
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interferencyjny juz po 3 godz. inkubacji, natomiast w hodowli komoérek
Dtr-6 szczyt ochrony o tej samej aktywmosci stwierdzono dopiero po
4-krotnie dtuzszej inkubacji z tkankg (ryc. 1).

DNA-vacc II, podobnie do DNA 4AL,/Lg dawal inny przebieg inter-
ferencji na tkance pierwotnej, a inny na linii ciaglej. W przypadku
indukeji interferencji na FZK ochrona tkanki byla wyzsza o 10% niz w
hodowli komérek Dtr-6 po 3 i 6 godz. indukcji. Maksymalny procent inter-
ferencji na Dtr-6 otrzymano pod wplywem 10-krotnie wyzszej dawki
DNA-vace Il niz na hodowli FZK. Indukcja interferencji na FZK pod
wplywem DNA-vacc II wymagala krotszego czasu inkubacji tak samo jak
w przypadku DNA 4AL./Ly maksimum osiggala po 3 godz. W hodowli
komoérek Dtr-6 niewiele wyzsze maksimum interferencji stwierdzono po
4-krotnie dhuzszym czasie inkubacji (ryc. 1).
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Ryc. 1. Aktywno$¢ interferencyjna DNA 4AL.;/Lg i DNA-vacc II; 1 — w hodowli
komérek fibroblastéw zarodka kury, 2 — w hodowli komérek Dtr-6, 3 — pod wply-
wem dziatania DNazy
Interference activity of DNA 4AL,;/Ly and DNA-vacc II; 1 — in fibroblasts’ culture
of the chicken embryo, 2 — in the culture of Dtr-6 cells, 3 — under the influence
of DN-ase

RNA-WMT II FZK indukuje najwyzszg interferencje przy zastosowa-
niu dawki 10 pg/ml, natomiast w hodowli komérek Dtr-6 najwyzszy sto-
pien ochrony uzyskano stosujgc dawke 25 pg/ml, czyli 2,5-krotnie wyzszg
iloé¢ kwasu nukleinowego (ryc. 2).

Interferencja wywolana pod wptywem RNA-KZM na tkance pierwot-
nej byla wyzsza anizeli w hodowli komérek Dtr-6. Mimo zastosowania
5-krotnie wyzszej dawki maksimum interferencji pod wplywem RNA-
-KZM w hodowli komérek Dtr-6 bylo o 12% nizsze od maksimum inter-
ferencji na FZK (ryc. 2).

Wszystkie przebadane kwasy nukleinowe wywolywaly interferencje
zaréwno na tkance pierwotnej, jak i na linii ciggtej. Interferencja wywola-
na przez DNA byla niska, zwlaszcza w przypadku DNA wirusa krowianki
(DNA-vacc I i II) na FZK. Ochrona FZK przez oba przebadane RNA byla
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Ryc. 2. Aktywno§¢ interferencyjna RNA—WMT II i RNA—KZM; 1 — w hodowli
komérek fibroblastéw zarodka kury, 2 — w hodowli komérek Dtr-6, 3 — pod wply-
wem dzialania RNazy

Interference activity of RNA—WMT II and RNA—KZM; 1 — in fibroblasts’ culture
of the chicken embryo, 2 — in the culture of Dtr-6 cells, 3 — under the influence
of RN-ase

tylko w niewielkim procencie wyzsza od ochrony wywolanej przez DNA.
Ochrona Dtr-6 indukowana przez RNA i DNA przy najefektywniejszych
dawkach ustalala sie na jednym poziomie, nie przekraczajac 50% inter-
ferencji po 12 godz. inkubacji.

Optymalne dawki kwasow nukleinowych, konieczne do indukecji inter-
ferencji na tkance Dtr-6, byly duze. W przypadku DNA-vacc II i RNA-
-WMT II wynosily 25 pg/ml, a w przypadku RNA-KZM i DNA faga
50 pg/ml. Nie stwierdzono istotnych ré6znic w indukcji interferencji przez
DNA i RNA w hodowli komoérek Dtr-6. Interferencja wywotana przez
RNA i DNA na FZK byla bardziej zréznicowana. Pod wplywem DNA
stwierdzono niskg ochrone, RNA chronit tkanke w wyzszym stopniu. Sto-
sujgc RNA jako induktor, otrzymano najwyzszy stopien ochrony tkanki
(61,5%). Dawki kwasow nukleinowych potrzebne do indukcji interferencji
na FZK byly duzo nizsze niz w komérkach Dtr-6. DNA 4AL,/L; i DNA-
-vacc II powoduja najwyzszg ochrone po 3 godz. przy dawce 5 pg/ml,
a RNA-WMT II i RNA-KZM po 6 godz. przy dawce 10 ug/ml (ryc. 3).

Komoérki FZK byly bardziej wraziiwe na interferencyjne dzialanie
kwasé6w nukleinowych anizeli Dtr-6. Na obu przebadanych tkankach
otrzymano ok. 50% ochrony, jednakze dawki kwaséw nukleinowych indu-
kujgce interferencje byly 2,5-, 5-, 10-krotnie wyzsze na Dtr-6 anizeli sto-
sowane na FZK.

Na ryc. 1—2 przedstawiono réwniez wykresy aktywnosci interferen-
cyjnej omawianych kwaséw nukleinowych poddanych dziataniu nukleaz.
Nukleazy catkowicie redukowaly aktywnos¢ interferencyjng badanych
kwaséw nukleinowych. We wszystkich przebadanych interferencjach
stwierdzono obecnos$¢ interferonu.
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Ryc. 3. Maksymalne zdolnosci interferonogenne kwas6w nukleinowych w hodowlach
komérkowych fibroblastow zarodka kury i Dtr-6; 1 — DNA 4AL,/1; 2 — DNA-
-vacc II, 3 — RNA—WMT 1], 4 — RNA—KZM
Maximum interference capacities of nucleic acids in the culture of Detroit-6 cells
and in fibroblasts of the chicken embryo; 1 — DNA 4AL;/Ls, 2 — DNA-vacc II,
3 — RNA—WMT II, 4 — RNA—KZM

DYSKUSJA

W przeprowadzonych badaniach wykazano efektywnosé¢ kwasow nu-
kleinowych jako interferonogenéw. Przebadanie interferencji pod wpty-
wem dwu kwasoéw nukleinowych pochodzgcych z réznych wirusow pato-
gennych dla zwierzat, czlowieka, roslin i bakterii w dwu tkankach: pier-
wotnej i cigglej, pozwala na dokladniejszg obserwacje interferencji i zna-
lezienie bardziej optymalnych warunkéw wywotujgcych to zjawisko. Uzy-
skany poziom interferencji zalezny byl od rodzaju kwasu nukleinowego,
jego dawki, czasu indukcji i rodzaju tkanki. Badania Tytella i wspot-
prac. (17) z RNA Reo-3 wykazaly, ze juz dawka 0,4 ug RNA zabezpieczala
jednowarstwowg hodowle tkankowa nerki krélika przed wirusem VSV.
Rowniez niewielka dawka 0,5 ug tego preparatu podana krolikom dawata
maksimum produkeji interferonu juz po 2 godz.

Podobne dane przedstawili rowniez w swojej pracy Field i wspol-
prac. (6) z MS2-RF-RNA, indukujgc interferon u krolikow. Jednakze
szczyt produkeji interferonu stwierdzili po 4 godz.

Doskocil i wspolprac. (6) oraz Fuchsberger i wspoélprac. (8)
stosowali 10-krotnie wiekszg dawke niz Tytell i wspolprac. (17) oraz
Field i wspétprac. (6). Podajac 5 pg do RNA faga f, myszkom dozylnie
uzyskano 80% przezywalnosci myszy zakazonych EMC. Przy podskérnym
podaniu tego preparatu stosowano 10-krotnie wiekszg dawke, otrzymy-
wano réowniez 80% przezywalnosci myszy. Kleinschmidt i wspét-
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prac. (10), Lampson i wspolprac. (14) stosowali jeszcze wyzsze dawki
indukujgce kwasow nukleinowych, uzyskujac bardzo wysoki poziom
ochrony myszy w stosunku do grupy kontrolnej.

Fuchsberger i wspolprac. (8) przebadali wplyw RNA f, w roz-
nych dawkach na liniach tkankowych: komorkach ludzkich, mysich L,
FZK, otrzewnowych leukocytach mysich, stwierdzajac stymulacje inter-
feronu jedynie w otrzewnowych leukccytach mysich. W zaleznosci od
rodzaju tkanki, jak wykazali Kawade i wspolprac. (9) RNA fagowe
(RNA-MS2) moze wykazywa¢ dwojakiego rodzaju dzialanie, bgdz jako
induktor, bgdz jako czynnik hamujacy produkcje interferonu.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze pod wplywem badanych
kwasow nukleinowych, zarowno w hodowli pierwotnej, jak i Dtr-6, inter-
feron jest produkowany. Intensywnos¢ produkeji interferonu zalezy od
dawki induktora i czasu jego dzialania. W przypadku RNA-KZM i RNA-
-WMT II na FZK najintensywniejszg ochrone stwierdzono po 6 godz.
inkubacji, stosujgc dawke 10 ug/ml.

W hodowli komoérek Dtr-6 najlepszg ochrone pod wplywem obu kwa-
sow rybonukleinowych stwierdzono po 12 godz. inkubacji, ale dawki tych
kwasow, dajgce najlepsza ochrone tkanki, byly rozne. Ten sam poziom
interferencji uzyskiwano stosujgc 25 pg/RNA-WMT/ml i 50 ug RNA-
-KZM/ml.

Zastosowanie rybonukleazy trzustkowej, dzialajacej inaktywujaco na
jednoniciowe RNA (16) spowodowalo u obu przebadanych RNA utrate
aktywnosci interferency jnej.

Przyjmuje sie, ze podstawa indukcji interferonu przez kwasy nuklei-
nowe jest ich dwuniciowos¢. Jednakze istnieje sporo prac wykazujgcych
rowniez efektywnos¢ jednoniciowych pasm RNA (1, 2, 7, 15, 18). Takie
jednoniciowe RNA jest bardziej wrazliwe na rybonukleaze i dlatego, by¢
moze, nie zawsze jest mozliwe wykazanie ich zdolnosci interferonogen-
nych. Przedstawione wyniki badan znajdujg potwierdzenie w badaniach
De Clercqa i wspdlprac. (3), ktorzy stwierdzajg, ze badanie induk-
cji interferonu przez jednoniciowe RNA jest zalezne od zastosowania
104 razy wiekszej dawki niz wymagane to jest dla struktur dwuniciowych.

Zastosowane w tej pracy dawki RNA wirusa kleszczowego zapalenia
moézgu i wirusa mozaiki tytoniu sg bardzo wysokie w poréwnaniu ze sto-
sowanymi przez Tytella i wspétprac. (17, Lampsona i wspol-
prac. (14), Fielda i wspolprac. (6), Doskocila i wspoétprac. (5),
Fuchsbergera i wspotprac. (8) dawkami dwuniciowego RNA poda-
wanego zwierzetom doswiadczalnym.

Chociaz wiekszos¢ badan wskazuje na efektywnosé dwuniciowej struk-
tury, to jednak niewiele jest wynikéw z dwuniciowymi DNA, ktore ze
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wzgledu na dwuniciowoé¢, powinny by¢ efektywnymi komponentami
interferonogennymi.

Nie udalo sie tego wykaza¢ Kleinschmidtowi i wspélprac. (11),
ktorzy probowali zastosowa¢ DNA faga T4 jako induktora interferonu.
De Clercq i wspolprac. (4) w badaniach z syntetycznymi kwasami
dezoksyrybonukleinowymi poli dD:dC, poli dA:dT, poli sAT:AT i DNA
faga tylko przy wysokich koncentracjach (4—40 pg/ml) wykazali przeciw-
wirusowg aktywnosé.
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PE3IOME

IlpeacTaBaenbl pe3yJbTaThl MCCIEAOBAaHUN ABJEHUA MHTepdepeHumyu, npoBOAM-
MBIX Ha JBYX TKaHfX: NpoTonatuyeckoir (pmbpobaacT 3apoawiira KypULBI) X CIJIOLI-
HOM (4yenoBeyeckoro npoucxoxaenusa Detroit-6). B kawuecTBe MHAMKATOPOB IpuUMe-
HAJUCHL DPUOOHYKJEMHOBbIE M AE30KCUMPUOOHYKJIEMHOBAas KMCJIOTHI, BbIJEJE€HHbLIE M3
NnaTOreHHbIX BUPYCOB AJA JIOAEeN M ZKMBOTHbIX, [MAaTOr€HHOr0 BMUpYycCa MJA pacTeHMH
n u3 baxrepmocpara. PuboHyKkIeMHOBBIE KMUCJIOTH! MPOABMIM HAUAYHIUYIO MHAYKLMIO
uHTepdepeH1ym Ha ubpobaacTax 3apojkIa KypPHUIbl IPM NpuMeHenuu no3bi 10 pg/ml
nocye 6 4yacoB MHAYKLMMK.

SUMMARY

The results of the studies on interference in two tissues: primary (chicken
embryo fibroblasts) and continuous (Detroit-6 of human origin) have been presented.
As inductors, ribonucleic and deoxyribonucleic acids from viruses pathogenic for
humans and animals, from a virus pathogenic for plants, and from a bacteriophage
were used. The ribonucleic acids examined showed the best interference induction
in fibroblasts of the chicken embryo with a dose of 10 pg/ml after 6 hr induction.
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