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Szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mézgu
jako stymulatory produkcji interferonu
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Strains of Tick-borne Encephalitis Virus as the Stimulators of Interferon
Production

Punktem zwrotnym w badaniach nad zjawiskiem interferencji bylo
wykrycie interferonu przez Isaacsa i Lindenmana w r. 1957. Interferon
otrzymywano w réznych systemach wirus — komorka in vitro i in vivo
w organizmie czlowieka i zwierzat doswiadczalnych. Scista definicja in-
terferonu nie jest dotychczas ustalona. Na ogét interferonami nazywa sie
substancje o cechach bialek, odznaczajace sie swoistoscia gatunkowa,
majace zdolnos¢ do hamowania wewngtrzkomérkowej replikacji wiru-
sa (8). Interferony s3 inhibitorami wewngatrzkomérkowej syntezy wiru-
sow RNA oraz DNA, wirusow cytopatycznych i onkogennych (4). Inter-
ferony pojawiaja si¢ w komdrce po zadziataniu na nig bodzcow zwanych
induktorami. Najsilniejszymi znanymi induktorami syntezy interferonu
sq wirusy. Praktycznie kazdy wirus moze indukowaé synteze interfero-
nu, jezeli zadziala na odpowiednio wrazliwe komérki. Najlepszymi in-
duktorami produkcji interferonu okazaly sie Myksowirusy i Arbowirusy.
Sposréd Arbowirusow jako stymulatoréw produkcji interferonu stosowa-
no wiele wirusow, miedzy innymi uzywano réwniez wirusa kleszczowego
zapalenia moézgu (5, 6, 10).

Przydatnos¢ wirusa kleszczowego zapalenia mézgu jako stymulatora
produkcji interferonu jest bezsporna. Namnaza sie on w komorkach, prze-
waznie nie powodujac ich degeneracji, a przy tym wykazuje bardzo sze-
rokie spektrum dzialania w stosunku do komoérek réinego pochodzenia.
Z dobrym skutkiem stosowano rézne szczepy wirusa kleszczowego zapa-
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lenia mézgu jako stymulatory produkcji interferonu. Dotychczas nie
przeprowadzono jednak badan poréwnawczych, stymulujgc produkcje in-
terferonu jednoczesnie przez kilka szczepéw wirusa. Postanowiono wiec
poréwna¢ szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mézgu réznego pocho-
dzenia jako stymulatory produkcji interferonu. W badaniach nad aktyw-
noscig uwzgledniono rozny okres podania interferonu przed podaniem
wirusa dokazajgcego i rozng koncentracje inhibitora.

MATERIALY I METODYKA

Wirusy. Do badan uzyto jako stymulator6w produkcji interferonu czterech
szczep6w wirusa kleszczowego zapalenia moézgu. Dwoch szczep6w izolowanych
na terenie Polski —szczep K; i szczep Klodobok, jednego szczepu izolowanego
w Zwigzku Radzieckim — szczep Chabarowsk i jednego szczepu izolowanego
w Czechostowacji —szczep Hypr. Szczep K otrzymano z Instytutu Medycyny
Morskiej w Gdansku, pozostate trzy szczepy z Panstwowego Zakladu Higieny
w Warszawie. Jako wirusa dokazajacego uzywano wirusa krowianki, ktéry poda-
wano w dawce 100 TCID;, na jedng probéwke.

Tkanki i plyny tkankowe. Interferon produkowano w komorkach
Detroit 6 oraz w tych samych komérkach sprawdzano jego aktywnosé. W celach
poréwnawczych aktywno$é interferonu okreslano réwniez w komérkach FL. Tkan-
ki hodowano w zmodyfikowanym ptynie Syvertona i Scherera (6) z dodatkiem
10% surowicy cielecej. Ten sam piyn byl plynem utrzymujgcym, jedynie zawartosé
surowicy zmniejszano do 1%.

Otrzymywanie interferonu. Interferon otrzymywano przez zakaze-
nie wyro$nietych 48-godzinnych hodowli komérek Detroit 6 odpowiednim szczepem
wirusa kleszczowego zapalenia mézgu. W celu zwiekszenia wlasciwosci interferono-
twérezych zawiesine wirusa poddawano dziataniu temp. 37°C w ciggu 24 godz. (3).
Wirusa kleszczowego zapalenia mézgu wprowadzano w dawce ok. 100 LD, na pro-
béwke. Zakazone hodowle inkubowano w temp. 37°C w ciggu 4 dni. Nastepnie
plyn utrzymujacy usuwano, tkanke przemywano buforem Earle’a, do kazdej pro-
béwki zakazonej tkanki dodawano po 0,1 ml buforu Earle’a i zamrazano w temp.
—20°C. Po odmrozeniu zawartos¢ proboéwek wytrzasano przez godzine i wirowano
przez 20 min. przy 4500 obr./min. Plyn znad osadu sgczono przez biony gradokolo-
we o $rednicy por 10 do 20 mp. Przesgcz byt zrédlem interferonu. Stwierdzono,
ze w ten sposOb przygotowany preparat jest niepatogenny dla bialych myszek przy
zakazeniu domézgowym i nie jest neutralizowany przez swoistg, skierowang prze-
ciwko Kkleszczowemu zapaleniu mézgu, surowice odpornosciowa. Stwierdzono, ze
wirus kleszczowego zapalenia moézgu poddany dziataniu swoistej surowicy odpor-
nosciowej nie interferuje (5, 7). Otrzymany preparat nie tracit aktywnoSci w pH 2.
A wiec przygotowany czynnik wykazywal wla$ciwosci interferonu. Otrzymane
preparaty dodawano do plynu utrzymujgcego w takich ilosciach, aby otrzyma¢
kolejne, dwukrotne rozcienczenia, rozpoczynajac od rozcienczenia 1:4.

WYNIKI BADAN

Pierwszg serie doswiadczen wykonano z preparatem zawierajgcym
interferon, otrzymany w komoérkach Detroit 6 pod wplywem szczepu
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K; wirusa kleszczowego zapalenia moézgu. W przeprowadzonych do§wiad-
czeniach przebadano wplyw koncentracji i czasu dzialania  interferonu
na wlasciwosci cytopatyczne wirusa krowianki. Wirusa dokazajgcego po-
dano w réznym czasie: 0, 3, 12 i 24 godz. po potraktowaniu komorek inter-
feronem. Preparat interferonu wprowadzono we wzrastajgcych rozciencze-
niach —od 1:4 do 1:64. Z przeprowadzonych badan wynika, ze stopien
zabezpieczenia komorek zalezny jest w stosunku wprost proporcjonalnym
od koncentracji interferonu oraz od czasu jego dodania do komoérek przed
wprowadzeniem wirusa dokazajacego (ryc. 1). Najlepsze zabezpieczenie
komoérek uzyskano, gdy interferon wprowadzono na 12 godz. przed do-
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Ryc. 1. Wplyw koncentracji i czasu dzialania interferonu na wlaSciwosci cytopa-
tyczne wirusa krowianki
Effect of the concentration and time of interferon action on the cytopathic
properties of vaccinia virus

daniem wirusa krowianki. Nieco gorsze, ale rowniez pozytywne, wyniki
zanotowano, gdy interferon podano réwnoczesnie z wirusem dokazajg-
cym albo w 24 godz. przed wirusem.

W nastepnych doswiadczeniach przebadano rownoczesnie wszystkie
cztery preparaty interferonu, otrzymane pod wplywem czterech bada-
nych: szczepow wirusa kleszczowego zapalenia moézgu. Stwierdzono (ryc.
2), ze trzy preparaty interferonu, otrzymane pod wplywem szczepow Ks,
Chabarowsk i Klobodok, dzialajg najskuteczniej, gdy sg podane na 12
godz. przed wirusem dokazajgcym, jedynie interferon otrzymany pod
wplywem wirusa Hypr dziala lepiej po 6 niz po 12 godz.

Na zakonczenie przesledzono aktywnosé¢ wszystkich wyprodukowa-
nych interferonéw w stosunku do- cytopatycznego dzialania wirusa kro-



16 Zbigniew Kawecki, Irena Sujak

wianki w optymalnym dla wiekszosci preparatow czasie 12 godz. Oka-
zalo sig, ze nie wszystkie szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mézgu
s3 jednakowo dobrymi stymulatorami produkcji interferonu. Zdecydo-
wanie najlepszym stymulatorem okazal sie szczep Klodobok. Nieznacz-
nie ustepujg mu pod wzgledem wlasciwosci interferonotwérczych szczepy
K; i Chabarowsk. Uwzgledniajgc nawet poprawke, ze czas 12 godz. nie

%o

501
454
404
354
304
254

204

Interferencja — Interference

5

T T T
6 12 24 godz.- hrs
—_— ——— - Hypr

~=p=ar= - Klgdobok cceccee Chabarowsk

Ryc. 2. Czas dzialania interferonu w rozcieficzeniu 1 :32
Time of the action of interferon at the dilution 1:32

jest optymalny dla dzialania interferonu otrzymanego pod wplywem
szczepu Hypr, wlasnie ten szczep okazal si¢ najmniej przydatny sposrod
czterech przebadanych szczepéw do stymulacji produkcji interferonu
(ryc. 2 i 3). Otrzymane preparaty interferonu okazaty si¢ aktywne w nie-
co mniejszym stopniu w stosunku do komoérek FL.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Wirus kleszczowego zapalenia mézgu moze byé stymulatorem czyn-
nika zabezpieczajgcego silniej tkanki homologiczne niz heterologiczne,
zachowujgcego stabilno$é w srodowisku o pH 2, niepatogennego dla my-
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Ryc. 3. Wplyw koncentracji interferonu, podanego w optymalnym czasie (12 godz.),
na wlasciwos$ci cytopatyczne wirusa krowianki
Effect of the interferon concentration given during the optimum time (12 hrs) on
the cytopathic properties of vaccinia virus

szek przy szczepieniu domézgowym, czynnika, ktérego aktywnosci,
w przeciwienstwie do wirusa, nie mozna inaktywowaé surowicg prze-
ciwwirusowg — a wiec czynnika wykazujgcego wlasciwosci interferonu.
Vilcek (10) i Zemla (11) podaja, ze interferony otrzymane pod wply-
wem wirusa kleszczowego zapalenia mozgu posiadajg takie same wlasci-
wosci fizyczne i chemiczne oraz taki sam sposob dzialania jak inne in-
terferony. Wykazujg znaczny stopien opornosci na temp. 75°C, co nie
jest wlasciwe innym inhibitorom tego typu. Pod wplywem czterech
szczepdw wirusa kleszczowego zapalenia moézgu otrzymano cztery pre-
paraty zawierajgce interferon. Wykazaly one dzialanie zabezpieczajgce,
jezeli byly podane jednoczesnie z wirusem dokazajacym, jak i na 24 godz.
przed podaniem wirusa. Najaktywniejsze dzialanie otrzymanego inhibi-
tora przypada na okres miedzy 6 i 12 godz. przed podaniem wirusa cy-
topatycznego. Wyniki sg zgodne z wynikami opublikowanymi przez in-
nych autoréw. Paucker i Boxaca (9) oraz Czerniecow (2) po-
daja, ze interferony dzialajg najsilniej, jezeli s podane na kilka do kil-
kunastu godzin przed podaniem wirusa.

Przydatnos¢ wirusa kleszczowego zapalenia mézgu do badan nad in-
terferencjg jest duza ze wzgledu na jego stabe wlasciwosci cytopatyczne
i duzg wrazliwo$é na dzialanie interferonu (1). Przeprowadzone badania-
wykazaly, ze nie wszystkie szczepy wirusa kleszczowego zapalenia moéz-
gu w jednakowym stopniu stymulujg produkcje¢ interferonu. Z przeba-
danych szczepéw szczep Klodobok wykazywal bardzo silne wlasciwosci
interferonotwoércze w przeciwienstwie do matej aktywnosci szczepu Hypr.

2 Annales, sectio C, vol. XXVI
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Wszystkie badane szczepy sg stymulatorami produkcji interferonéw, kto-
rych wlasciwosci zabezpieczajace utrzymujq sie na pewnym, ulegajgcym
malym wahaniom, poziomie, az do rozcienczenia 1:32, aby w nastepnym
rozcienczeniu (1:64) obnizy¢ sie w sposob istotny (ryc. 1 i 3).

WNIOSKI

1. Nie wszystkie szczepy wirusa kleszczowego zapalenia mézgu w jed-
nakowym stopniu stymulujg produkcje interferonu.

2. Interferon otrzymany pod wplywem wirusa kleszczowego zapale-
nia mézgu dziala najaktywniej po 12 godz.
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PE3IOME

M3 npoeeAeHHbIX MccNneQoOBaHWM credyeT, UTO He Bce WTaMMbl BUpyca
Kneuwesoro 3HuedanutTa SBAKIOTCA XOPOWMMU CTUMYNATOPaMM NPOAYKLMM
nHTepgdepoHa. MonyuerHbit uHTEpcepoH nyuwe scero obecneunsaer 6eso-
NacHOCTh KNETKM OT LMTONATHMHECKOro AEWCTBUS BMPYCA, €CNM €ro BBECTH
Ha 12 uyacos paHble WHTepdEPOBAHHOrO BMpPYca.

SUMMARY

The investigations showed that not all the strains of tick-borne en-
cephalitis virus well stimulated the production of interferon. The ob-
tained interferon protected the cells against the cytopathic effect of
infectious virus best of all when it was applied 12 hours before the virus.
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