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Interference Stimulated by Tick-Borne Encephalitis Virus in Embryo Cell Cultures

Najlepiej poznanymi induktorami interferonu (If) sg wirusy, wsrod
nich najwiekszy udzial wykazuja myksowirusy i arbowirusy. Arbowirusy
wykazujg interferencyjne dzialanie w stosunku do wielu cytopatycznych
wirusow in vitro i in vivo (12). Wirus kleszczowego zapalenia mozgu
(KZM), nalezgcy do arbowiruséw, nammaza sie w roznych komorkach
zwierzat i zwykle nie powoduje ich degeneracji. Jednoczesnie jest dobrym
stymulatorem interferonu in vitro i in vivo. Dzieki tym wlasciwosciom
wirus kleszczowego zapalenia mozgu stosowany jest jako stymulator inter-
ferencji (4, 11).

Celem wykonanej pracy byly badania poré6wnawcze nad okresleniem
przydatnosci komoérek embrionalnych réznych zwierzat do interferencji
stymulowanej wirusem kleszczowego zapalenia mézgu. Badano interfe-
rencje szczepu K; wirusa KZM z wirusem Vaccinia w hodowli komérek
nerki plodu krowy, w hodowli fibroblastow zarodka myszy oraz w hodowli
fibroblastow zarodka kury. Badania te mialy wyjasni¢, ktéra z latwo
dostepnych tkanek jest najbardziej odpowiednim modelem do badan nad

interferencijg.

MATERIAL I METODY

Szczepy wirus6w: szczep K; wirusa kleszczowego zapalenia moézgu izo-
lowano w r. 1957 z larw kleszcza Ixodes ricinus w Instytucie Medycyny Morskiej
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w Gdansku (5). Wirus KZM pasazowano wielokrotnie na myszkach. Wirus krowianki
izolowano ze szczepionki otrzymanej z Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiolo-
gicznej w Lubiinie w r. 1664. Szczep ten rasazowano w hodowli komoérek Detroit 6.
Szczepy wirucéw przechowywano w stanie zamrozonym w temp. —20°C.

Eodowle komodrek: hodowle fibroblastow zarodka kury (FZK) otrzymy-
v:ano mctcdg ftencarcovig £o trypsynoweaniu 10—I11-dniowych zarodkéw. Hodowle
fibroblastéw.zarodka myszy (FZM) otrzymywano mctoda standardowsa po trypsyno-
WoILl 15-7niowych tlcdéw myszek rasy Swiss. Hecdowle komoérek nerki cie-
lecia (HKNC) otrzymywano przez trypsynowanie nerek 3—4-miesiecznych ptodow
bydiecych od kréw przeznaczonych ra ublj. Do badan uzywano jednowarstwowe
l.odowle komérek.

Plyny do hodowli tkankowych: stosowano plyn Parkera 183 pro-
dukcji Luteiskiej Wytwérni Surowic i Szczepionek z dodatkiem 10% surowicy cie-
lecej. Do zakazonych hodowli uzywano tego samego podioza z dodatkiem 2% suro-
wicy cielecej.

Metodyka interferencji: jednowarstwowe hodowle komérek embrio-
ralnych w probévkach zakazano wirusem indukujgcym w dawce 102—104LDs, na
1 prob6éwxe, Zakazonz hodowle inkubcwano w temp. 37°C w czasie 24, 48, 72
it 96 godz. Nasternie z probowek zbierano plyny i dodawano wirusa interferowa-
nego w dawce ok. 100 TCIDs, na prob6wke. Po 48 i 72 godz. od chwili dokazenia
interferencje okreSlono metoda efektu cytopatycznego. Kontrole stanowily hodowle
prowadzone roéwnolegle, zakazone tylko wirusem dokazajgcym w dawce, ktéra
po 48—72 godz. inkubacji dawala catkowity degeneracje hodowli. Stopien interfe-
rencji okre$lala réznica wvrarto$ci degeneracji hodowli kontrolnych, zakazonych jed-
nym wirusem, i hodowli zakazonej dwoma wirusami, wyrazona w procentach. Dla
kazdego tadanego parametru stosowano po 4 probéwki tkanki. Procent interferenciji
oaczytywano jako Srednig z 4 probéwck. Wszystkie do§wiadczenia powtarzano 2 lub
3 razy. Wyniki podano jako érednig z wykonanych powtérzen.

Otrzymywanie interferonu: jednowarstwowe hodowle komérek za-
kazone optymalng dla danego systemu dawka wirusa KZM inkubowano w temp.
27° w ciggu 48—72 godz. Po tym czasie hodowle zamrazano w temp. —20°C. Po
odmrozeniu i rozbiciu komérek pH zawiesiny doprowadzono 6n HCl do warto$ci 2,0
i umieszczono w temp. 4°C na 96 godz. Nastepnie pH zawiesiny doprowadzono do
7,0 én NaOH. Interfercn wytrgcano 0,5M octanem cynku. Po zdekantowaniu i odwi-
rowaniu osadu przy 3909 obr. przez 20 min. osad rozpuszczono w 0,2n HCl i po-
nownie wirowano. Supernatant przenoszono do worka dializacyjnego firmy Kehe
i dializowano wobec piynu fizjologicznego 48 godz., zmieniajac ptyn 2-krotnie. Dia-
lize prowadzino nastepnie w obecnoé$ci 0,15M buforu fosforanowego o pH 6,0 w cig-
gu 24 godz. Preparat przenoszono do jalowego naczynia i dodawano antybiotyk6w
w ilosci 200j/ml. Preparat przechowywano w temp. 4°C ok. 1 miesigca.

Okreflenie aktywno$ci biologicznej If: sporzagdzano kolejne,
2-krotne rozcienczenia preparatu w ptynie fizjologicznym. Do kazdej prob6wki z ho-
dowlg koméreic dodawano po 0,1 ml odpowiedniego rozcienczenia preparatu i inku-
bowano hodowle w temp. 37°C przez 2 godz. Do hodowli dodawano nastepnie 2 ml
ptynu utrzymujacego i inkubowano w temp. 37°C przez calg noc. Plyn z hodowli
usuwano, komoérki przemywano $Swiezym plynem utrzymujacym i zakazano wirusem
dokazajacym. Po 48 godz. inkubacji w temp. 37°C odczytywano zahamowanie wysta-
plenia efektu cytopatycznego (CPE). Procent aktywnoS$ci biologicznej If odczyty-
wano analogicznie jak interferencje. Kontrole stanowila hodowla prowadzona réw-
nolegle, do ktoérej zamiast If dodawano taka samg ilo§¢é piynu fizjologicznego.
Aktywno§é bologiczng If badano w komoérkach homologicznych i heterologicznych.
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WYNIKI BADAN

Badano wlasciwosci inferencyjne wirusa KZM w poszczegélnych ho-
dowlach komérek embrionalnych, okreslajac kinetyke interferencji w za-
leznosci od dawki wirusa irdukujgcego i czasu dokazania hodowli wirusem
Vaccinia. Stwierdzono, ze najwyzszg aktywnos¢ interferencyjng wyka-
zuje wirus KZM w stosunku do wirusa Vaccinia w hodowli fibroblastow
zarodka kury. W systemie tym otrzymano 65% ochrony tkanki. W pozo-
stalych tkankach interferencja byla nizsza. W hodowli komorek nerki
ptodu krowy wynosita 27%, a w hodowli fibroblastow zarodka myszy
tvlko 18% (tab. 1).

Tab. 1. Aktywnoé¢ interferencyjna wirusa kleszczowego zapalenia mézgu w hodowli
komérek embrionalnych
Interference activity of tick-borne encephalitis virus in embryo cells culture

e Procent interferencji _Percentage of interference
wirusowa »o 24 godz. po 48 godz. po 72 godz. po 96 godz.
Virus after 24 hrs after 48 hrs alter 72 hrs after 96 hrs
Rdsg K — EpTHtE =R00= pT oo MR B Tl A 1By e
104 LDsg 2,8 I57—=nt31.7 5,1 88 484 72 0 64,5 2.1 0 D3Nt
105 LDsg 41 116 314 124 157 428 18,7 O 55,0 8,3 0 44,0
108 LDsg 4,1 JISIHRERD RS 83 164 350 103 O 45,0 3,1 0 41,5
107 LDsg NG ) (1. 3,1 270 243 5128 ' SOI3L a4 010N SS]! 3,5 32,7
Kontrola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control

Oznaczenia: A — hodowla fibroblastéw zarodka myszy, B — hodowla komoérek
nerki ptodu krowy, C — hodowla fibroblast6w zarodka kury.

Denotations: A — mouse embryo fibroblasts culture, B — cow embryo kidney
cells culture, C — chick embryo fibroblasts culture.

Maksymalna interferencja wystepowala po uplywie okreslonego czasu
miedzy podaniem wirusa indukcyjnego i wirusa interferowanego, a mia-
nowicie po 48 godz. dla hodowli komoérek nerki piodu krowy, a po
72 godz. dla fibroblastow zarodka kury i hodowli komorek zarodka my-
szy (ryc. 1).

Do stymulacji maksymalnej interferencji potrzebna jest pewna okre-
slona dawka cialek elementarnych wirusa KZM (4). Dawka ta, jak wy-
kazano, nie jest jednakowa dla wszystkich badanych tkanek. Maksymal-
ng interferencje w hodowli FZM i FZK mozna wywotla¢ przy zastosowaniu
niewielkich dawek wirusa KZM (10¢—10°LDy,). Natomiast do wywotania
interferencji maksymalnej w HKNC potrzebna jest wyzsza dawka wirusa
indukujgcego, tj. 10°LDs, (tab. 1).

Znaczne roznice indukcji interferencji w poszczegélnych hodowlach
komoérek embrionalnych w zaleznosci od dawki wirusa KZM moga byc¢
zwiagzane z roézng zdolnoscig adsorpcji wirusa do poszczegélnych komérek.
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Przy zastosowaniu optymalnych warunkéw interferencji, ustalonych
w pierwszej czesci doswiadczen, substancje interferonopodobng induko-
wano wirusem KZM we wszystkich badanych hodowlach komérek embrio-
nalnych. Stwierdzono, ze otrzymane preparaty byly stabilne w pH=2,0,
nie dializowaly, nie tracily aktywnosci podczas ogrzewania w temp. 56°C
przez 30 min. Byly odporne na dziatanie RN-azy, nie dzialaly na wirusa
pozakomérkowo. Po dzialaniu trypsyna byly jeszcze w dalszym ciggu
czesciowo aktywne (tab. 2).

Aktywnos¢ biologiczng otrzymanych preparatéw badano ma tkance ho-
mologicznej i heterologicznej (ryc. 2), przy czym najwiekszg (70%) wyka-
zywaly preparaty substancji interferonopodobnej otrzymane z hodowli
I'ZK. Aktywnos$¢ If otrzymanego z komérek merki plodu krowy byta
nieco nizsza (68%), za$ If z hodowli komoérek zarodka myszy — najnizsza
(8,9%). Aktywnos¢ otrzymanych preparatow badana w hodowlach hete-

rologicznych byla znacznie nizsza (ryc. 2) niz w hodowlach homologicz-
nych.
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Tab. 2. Wiasciwosci interferonéw otrzymanych po indukcji wirusem kleszczowego
zapalenia mé6zgu z hodowli komérek embrionalnych
Activity of interferons obtained after induction with tick-borne encephalitis virus
in embryo cell culture

Procent interferencji
Percentage of interference

Zrbodlo If
Source Komoérki nerki Fibroblasty Fibroblasty
of interferon ptodu krowy zarodka myszy zarodka kury
Cow embryo Mouse embryo Chick embryo
kidney cells fibroblasts fibroblasts
Kontrola 68 8,9 70
Control
56°/30 min. 64 0 68
trypsyna (trypsin) 10 0 10
RN-aza (RN-ase) 67 8 70
pH — 2 68 8 70
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Ryc. 2. Aktywno$é interferonu otrzymanego w hodowli komérek embrionalnych:
1 — nerki ptodu krowy, badana w hodowli komérek homologicznych, 2 — badana
na tkance heterologicznej, 3 — zarodka kury, badana w hodowli komérek homolo-
gicanych, 4 — badana na tkance heterologicanej, 5 — z komorek zarodka myszy,
badana na tkance homologicznej, 6 — badana na tkance heterologicznej
Activity of interferon obtained in cell culture: 1 — of cow embryo kidney, examin-
ed in homological cell culture, 2 — examined on heterological tissue, 3 — of chick
embryo, examined on homological cell culture, 4 — examined on heterological tiissue,
S — from mouse embryo cells, examined on homological tissue, 6 — examined on
heterological tissue L
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DYSKUSJA

Szczep K5 wirusa KZM interferuje z wirusami Vaccinia we wszystkich
badanych hodowlach komorek embrionalnych, ale stopien interferencji
w poszczeg6lnych systemach wykazuje znaczne réznice. Poré6wnujgc przy-
datnos¢ badanych komérek embrionalnych do produkcji interferonu zau-
waza sie znaczne réznice we wrazliwosci poszczegélnych hodowli komoér-
kowych na ten sam induktor wirusowy. Optymalne dawki wirusa indu-
kujgcego interferencje i czas dokazania okazaly sie rézne dla poszczeg6l-
nych badanych hodowli komérek embrionalnych. Wartosci uzyskanej in-
terferencji wahaty sie w szerokich granicach i byly zalezne gléwnie od
rodzaju stosowanej hodowli.

W hodowli fibroblastow zarodka myszy otrzymywano najnizszy pro-
cent interferencji. Interferon otrzymany z tej hodowli wykazal takze
najnizszg aktywnosé (ryc. 3).

Ryc. 3. Maksymalne wartoSci in-
terferencji i aktywnoSci interfe-
ron6w otrzymanych po indukcji

nE -2 wirusem KZM z komoérek embrio-
%o o nalnych: A — zarodka myszy,
704 ) ’703 B — nerki ptodu krowy, C —
ol Z —/ 60 § zarodka kury, 1 — aktywnosé
o interferencyjna, 2 — aktywnos&é

=50+ 2 % b20 :_:' interferonu
ﬁt.cr % 60 Maximum interference values
- 7 3 and actvity of interferons obtain-
T 30 % s ed after induction with tick-
< 204 ’/ ‘205 -borne encephalitis virus from
2 V) < cells of: A — mouse embryo,
10 % 7 9 B — cow embryo kidney, C —
4 chick embryo, 1 — interference
A B C activity, 2 — interferon activity

Tak wysoki spadek aktywnosci interferencyjnej wirusa KZM w ho-
dowli komoérek fibroblastéw zarodka myszy moze byé¢ spowodowany zmia-
nami adaptacyjnymi wirusa KZM szczepu Ks, ktore powstaly w czasie
kilkuletnich pasazy na myszkach. We wczesniejszych badaniach in vitro
wykazano bowiem, ze w miare kolejnych pasazy wlasciwosci interferen-
cyjne wirusa KZM ulegajg ostabieniu (4).

Hodowle komoérek nerki cielecia oraz komoérek nerki ptodéw bydlecych
byly czesto uzywane do produkcji If (3). Polikoff i wspolprac. (9)
indukowali interferon w hodowli komoérek nerki cielecia oraz w hodowli
tomérek plodéw bydlecych przy uzyciu wirusa grupy A, MEL. Wirus
grypy stabo replikowal w tych komorkach, ale indukowal interferon.
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W doswiadczeniach przedstawionych w tej pracy wirus KZM indukowal
w hodowli komoérek nerki cielecia intereferencje i stymulowat produkcje
1f o wysokiej aktywnosci biologicznej.

Fibroblasty zarodka kury byly uzywane przez wielu badaczy do in-
dukowania interferencji (1, 7) oraz stymulowania produkeji If (8, 10, 11).
Przyczyng popularnosci tej tkanki jest latwosé¢ zakladania hodowli oraz
pozytywne wyniki otrzymane dla wielu uktadow. Wyniki wyzej przedsta-
wione sg zgodne z uzyskanymi przez innych badaczy. W hodowli FZK
otrzymano interferon o wysokiej aktywnosci biologicznej takze w stoso-
wanych w naszym laboratorium warunkach. Poniewaz zdolnos¢ komérek
do reakcji na induktor wirusowy zalezna jest cd genu (lub genéw) komor-
ki gospodarza, nie bylo niespodzianka, ze badane hodowle komoérek zare-
agowaly réznie na ten sam induktor wirusowy. Potwierdza to zdolnos¢
wirusa KZM do indukowania interferencji i twcrzenia interferonu przez
wirus KZM we wszystkich przebadanych hodow:iach komorek embrional-
nych. Najlepszym modelem okazala sie hodowla fibroblastow zarodka
kury.

Jedng z charakterystycanych cech interferonow jest ich swoistosé ga-
tunkowa, ktorej nie obserwowano w naszych badaniach. Otrzymane pre-
paraty If wykazywaly wysoka aktywnosé¢ w komérkach homologicznych
craz nieznaczng w komorkach heterologicznych. Podobne wyniki znane
fa z piSmiennictwa. Pollikoff i wspétprac. (9) indukowali If w ho-
dowli komoérek nerki cielecej przy uzyciu wirusa grypy A szczep MEL.
Wirus grypy A replikowatl w tych komorkach i indukowat If, ktory wyka-
zywal aktywnos¢ heterologiczng w hodowli komorek nerki malpy, ludz-
kiego embrionu, nerki psa i ptodu chomika. Furier i wspolprac. (2)
otrzymali If z plynu alantoidalnego zarodka kury. Otrzymany If wykazy-
wal aktywnos¢ heterologiczng, ktorg mozna bylo usungc¢ podczas oczysz-
czania preparatu. Przypuszcza sie, ze aktywnosc heterologiczna w naszych
badaniach moze by¢ zwiazana z uzyciem preparatow nie cczyszczonych (6).
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PE3IOME

Liltamm K; kaeweroro sunedanura (Bocnasienms Mo3ra) BbI3bIBaeT in Vitro uutep-

cbepeHmo 1 o6pa3zoBanue untTepdepoHa B 3MOPMOHANBHBIX KyJbTypax KJIETOK MbI-
HICH, B KJETOYHLIX KyJbTypPaxXx KypMHOro 3MO6puoHa U KyabType 3MOpMOIianbHOM Te-
navein nouku. Makcumanbuaa murepdepenHuma U 11aubonee aKTMBHbIN uiiTepdepou
6r1nM nonyyenbl B KYJbTypaX KJETOK KypuHOro sm6puoHa.

SUMMARY

Tick-borne encephalis virus, strain Ks induced in vitro the interference and

production of interferon in cells of chick emryo, mouse embryo and calf kidney.

Maximum interference and the most active interferon were obtained from

chick embryo cell cultures.



