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COmparative Studies on Interferon Induction in Human and Mouse Cell Cultures

Obecnie duze 'ilosci interferonow uzyskuje sie na drodze inzynierii
Benetycznej, poprzez wbudowanie genu syntetyzujacego interferon komor-
kom bakteryjnym (6, 15), lub tez tradycyjnie, stymulujac leukocyty daw-
COw krwi wirusem Sendai (14). Celem otrzymania natomiast interferonu
B indukuje sie komorki diploidalne cztowieka poli (I) - poli (C) (20).

W metodach tych stosowane sg rézne induktory interferonu, a poszu-
kiwania innych, lepszych, s3 prowadzone nadal, zwlaszcza ze lista wiru-
Sow, ktorych aktywnos¢ indukcyjng zbadano, nie jest zbyt dluga (17).

Indukcja interferonu in vitro zalezy od wielu czynnikéw, takich jak
Wspoldzialanie induktora z komorka, temperatura inkubacji oraz sklad
Plynu hodowlanego. Rozne induktory moga stymulowaé wytwarzanie roz-
Nych interferonow w takich samych hodowlach komérek. Ponadto rozne
komérki, np. fibroblasty czy leukocyty, potraktowane tym samym induk-
torem, wytwarzaja rézny typ interferonu, tj. a lub g (5).

Sposréd wiruséw przedstawiciele rodziny Myxoviridee i Paramyxo-
Viridge nalezg do najlepszych induktorow interferonu w komérkach wielu
_8atu-nk6w zwierzat i czlowieka. Rowniez wirusy z rodziny Togaviridae
1 Rhabdoviridae indukuja wysokie miana interferonu u niektorych gatun-
kow zwierzat (17). Znany jest rowniez fakt, ze w obrebie jednego gatunku
Wirusa poszczegolne jego szczepy moga wyraznie rézni¢ sie pod wzgledem
Zdolnosci do indukeji interferonu (11, 19).
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Celem pracy bylo zbadanie zdolnosci wirugéw z rodziny Togaviridae,
Rhabdoviridae i Paramyxoviridae do indukcji interferonu w hodowlach
komorek czlowieka i myszy. Dla porownania efektywnosci induktoréow
oceniano rdwniez interferon stymulowany za pomocg poli (I)-poli (C)
w komoérkach czlowieka i myszy.

MATERIALY 1 METODY

Wirusy. Szczep K; wirusa kleszczowego zapalenia mézgu (TBE-Kj), izolowany
z kleszcza Ixodes ricinus w r. 1957 (9) pasazowano przez domoézgowe zakazenie bia-
lych myszy. Miano wirusa w homogenatach mézgu wynosilo 1072 LDg/ml. Typ
Indiana wirusa stomatitis vesicularis (VSV) namnazano w hodowli fibroblastéw za-
rodka kury. Miano wirusa wynosilo 10733 TCIDs/ml. Obydwa szczepy wirusa cho-
roby Newcastle, Radom (NDV-R) i Hertfordshire (NDV-H) namnazano na 9-dnio-
wych zarodkach kury. Otrzymano NDV-R o mianie 18%° TCIDg/ml i NDV-H o mia-
nie 10%8 TCIDg/ml. Wirusy: VSV, NDV-R i NDV-H otrzymano z Instytutu Immu-
nologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Hodowle komoérek. Pierwotne hodowle embrionalnych komérek czlowie-
ka (HEF), myszy (MEF) i kurczecia (CEF) otrzymano metodg rutynowej trypsyni-
zacji tkanki skérno-mie$niowej odpowiednich zarodkéw. Pierwotne hodowle CEF
uzywano do namnazania i miareczkowania wiruséw. Do indukcji interferonu uzy-
wano hodowle HEF na poziomie 5—30 pasazu, oraz hodowle MEF z 3—5 pasazu.
Komoérki hodowano w plynie Eagle’a z dodatkiem 2—10% surowicy cielecej i anty-
biotykéw. Linie ciagla komérek mysich Lgy otrzymano z Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej PAN we Wroclawiu i hodowano w plynie Parkera z 5%
surowicy cielecej. Plyn Eagle’a i Parkera otrzymano z Wytwoérni Surowic i Szcze-
pionek w Lublinie.

Zwierzeta. Do namnozenia wirusa TBE-K; oraz do jego miareczkowania
uzywano myszy Swiss-albino.

Odczynniki chemiczne. Jako induktor interferonu stosowano synte-
tyczny dwuniciowy kwas rybonukleinowy poli (I):poli (C) o m. cz. ponad 100 000,
firmy Sigma. DEAE-dekstran, uzywany jako adiuwant aktywnosci poli (I)- poli (C),
otrzymano z firmy Pharmacia.

Metoda interferencji. Hodowle 48 godz. (monolayer) komérek mysich
lub ludzkich zakazano wirusem TBE-Kg; w dawce 0,2 LDg/komérke. Inkubowano
w 37°C przez czas okreslony warunkami doswiadczenia, po czym hodowle komorek
dokazano VSV 100 TCID/probowke. Po 24 godz. interferencje okre§lano na pod-
stawie stopnia zahamowania efektu cytopatycznego w komérkach zakazonych dwo-
ma wirusami w poréwnaniu z kontrolg zakazong tylko VSV.

Otrzymywanie i miareczkowanie interferonu. Hodowle
48 godz. komérek ludzkich i mysich traktowano poli (I)- poli (C) 50 pg/ml w obec-
nosci 100 pg/ml DEAE-dekstranu lub zakazano wirusami TBE-Ks; VSV, NDV-R
lub NDV-H. Po 1 godz. adsorpcji induktory usuwano i po zmianie ptynu na plyn
utrzymujacy inkubowano w 37°C. W réinym czasie po indukcji ptyn hodowlany
zbierano i przechowywano w —20°C. Przed miareczkowaniem interferonu plyn za-
kwaszano dodajac kroplami 1 M HCl do pH 2, inkubowano 72 godz. w 4°C, na-
stepnie neutralizowano 1 M NaOH i wirowano 20 min. przy 4000 obr./min. Inter-
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feron miareczkowano w hodowli komoérek homologicznych. Za miano interferonu
przyjmowano odwrotno$¢ najwyzszego rozcienczenia, ktére hamowalo efekt cyto-
patyczny VSV w 50% komorek.

WYNIKI I DYSKUSJA

Jak dotad, niewiele gatunkéw wirusow przebedano pod wzgledem ich
aktywnosci indukcyjnych do wytwarzania roznych interferonéw (17). Po-
nadto niektore wirusy, np. choroby Newcastle, byly wielokrotnie stoso-
wane jako induktory interferonu w réznych komorkach. Wskazane wiec
jest kontynuowanie badan w celu znalezienia, lepszych niz dotychczas
znane, wirusowych induktoréw interferonu.

Wymiki badan wielu autoréw wskazujg na to, ze-indukcja interferonu
przez wirusy w komérkach typu fibroblastycznego wymaga wczesnych
etapow replikacji wirusow, a przynajmniej syntezy RNA wirusowego,
glownie formy dwuniciowej (2). Dlatego nasze poczgtkowe doswiadczenia
dotyczyly replikacji wirusow w hodowlach komoérek ludzkich i mysich
(tab. 1).

W komérkach ludzkich HEF oraz mysich Lgy,s i MEF stwierdzono re-
plikacje wszystkich badanych wirusow, jednakze w komoérkach mysich
Ly i MEF nammazanie obu szczepow NDV-R i NDV-H miato charakter

Tab. 1. Namnazanie sie wiruséw w hodowlach komoérek cziowieka (HEF) i mysich

(Lye i MEF)
Multiplication of viruses in cultures of human (HEF) and mouse (Lgy and MEF)
cells
Wirusy Wyléciowe miana Dawka wirusa/ tiana wirusdw zebranych z hodowli /lng‘o/
Varuses wirusa /lnglol /103 komdrek TCIDSO/nl lub LDSO/-I
Initial titer of| varal dose/ Titres of viruses replicated in culturee /lnglo/
virus /leg o/ /10° cells TCI0, /el or Lug /m)
HEF Lazg MEF
3,0 6,0 8,5 7,0
vSv 2,23 TCIDSOI-l U:J YCIUSO 3:0 B:Q 6:7
3,0 6,0 4}, 05 1,5
NOV=-R 8,0 TClDw/lll 0.3 TCXDSO 5,77 2.0 0.5
a,o 6,0 3,0 rip )
NOV=-H a,5 TC!Dso/lll 0:3 TCluso e 2‘23 ’:5
n 3,0 4,54 4,0 n
'I'BE-K5 7,23 L.)so/nl 0.3 LDSO n' °

Objasnienia (Explanation): n — nie badane (not tested); TCIDs, (tissue culture
infections dose 50%) — rozciefczenie wirusa, ktéore wywotuje w 50% hodowli komo-
rek efekt cytopatyczny; LDy, (lethal dose 50%) — rozcienczenie wirusa, ktére powo-
duje $émier¢ 50% zakazonych zwierzat.

3 Annales, sectio C, vol. XL
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poronnego cyklu replikacyjnego z bardzo niskim zbiorem potomnych czg-
stek wirusow (4):

Gdy pordwnano zdolnos¢ poszczegolnych wirusow do indukcji inter-
feronu, stwierdzono duze réznice: bardzo niskg aktywnosé interferogenna
wirusa TBE-Ks i wysoka aktywnosc¢ obu szczepow NDV, zaréwno w my-
sich, jak i w ludzkich hodowlach komérek. Posrednie miejsce zajmowal
VSV, ktéry byt bardzo stabym induktorem interferonu w embrionalnych
komoérkach ludzkich (HEF) i mysich (MEF), a znacznie lepszym indukto-
rem w mysiej linii komdrkowej Lgyg (tab. 2).

Najlepszymi induktorami interferonu sposrod badanych byly obydwa
szczepy wirusa choroby Newecastle. Mezogeniczny szczep NDV-H i welo-
geniczny NDV-R indukowaly wysokie miana interferonu zaréwno w em-
brionalnych komodrkach myszy i czlowieka, jak i w linii komoérek my-
szy Ligs.

Badane wirusy poddawano takze czesciowej inaktywacji, naswietlajac
je dawkg 43,5 J/m? promieni ultrafioletowych (lampa T uv 30 Philips).
Ta dawka promieniowania uv, ktéra zmniejszala infekcyjnosc obu szcze-
pow wirusa NDV w ok. 50% i infekcyjnos¢ wirusa TBE-Ks w 75%, zmniej-
szala réwniez aktywnos¢ indukcyjng wirusow, zaré6wno w ludzkich, jak
i w mysich hodowlach komoérek. Wyniki te sa zgodne z uzyskanymi przez
innych autoréow, a wynika z nich, ze w komérkach zwierzat, ktére nie sg

Tab. 2. Poréwnanie mian interferonu uzyskanych z hodowli komoérek czlowieka
(HEF) i myszy (Lgg i MEF) po indukcji wirusami: TBE-K; VSV, NDV-R i NDV-H
Comparison of the interferon titres yielded from cultures of human (HEF) and
mouse (Lgyy and MEF) cells after induction with TBE-K; VSV, NDV-R, NDV-H

Komérki | Czas zbio- Miano interferonu j/ml uzyskane po indukcj]i wirusami:
Cells ru /godz./ The intarfaran titer u/ml after induction with viruses:
R s NOV-R NOV=R HUV-H DV-H
yield /h/ A VSV VSV uv - =R uv uv- NDV-H uv
TBE-K, [TBE-K_uv
4 <2 <2 <2 5
6 : <2 a 150 512
14 <2 22 n 1000 1000
24 <2 16 1000 100 1500 320
48 8 (& 8 100 512
HEE 72 4 e 20 320
a <2 <2 10 10
6 <2 . a 640 210
Lg2g 18 <2 3 55 3200 1000
24 “yh<2 210 32 5500 2100 4200 100
48 8 e 100 320 640
72 8 30 100 80
a4 <2 40 5
[ Q2 1280 320
18 <2 1340 128 1000 320
F 24 o 16 670 520
4 a8 y a g 64 320
72 <2 <2 40
Objaénienia (Explanation): n — nie badano (not tested); stosowano wielokrot-

nos¢ zakazenia (multiplicity of infection was): TBE-K; 0,2 LDg/komoérke (cell),
VSV 105 TCIDgo'komoérke (cell), NDV-R 10 TCIDg/komorke (cell), NDV-H 10 TCID;y/
/komérke (cell); dawka promieni uv (dose of uv irradiaton)=43,5 J/m?.
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naturalnymi gospodarzami wirusa NDV, na ogé! dobrymi induktorami
interferonu sg szczepy tego wirusa o wysokiej wirulencji (11, 19). Nato-
miast w komoérkach kurzych, naturalnych gospodarzach tego wirusa,
szczepy atenuowane lub czesciowo inaktywowane promieniami uv czy
temperaturg s lepszymi induktorami interferonu niz szczepy wirulentne
(3, 13).

Wirus VS znany jest ze swej wrazliwosci na interferon i czesto sto-
sowany jako wirus challenge przy miareczkowaniu interferonu (22). Jest
on réwnoczesnie stabym induktorem interferonu ze wzgledu na zdolno$e
do hamowania syntezy makromolekul komérkowych. Pod koniec lat sie-
demdziesigtych ukazaly sie prace mowiace o indukcji wysokich mian in-
terferonu w hodowlach komérek ludzkieh i kurzych przez defektywne
interferujace czastki VSV, ktore zawieraly kowalentnie zwigzany dwu-
niciowy (*) RNA (12). Nie wiemy, czy w naszych do$wiadczeniach in-
terferon byl indukowany defektywnymi interferujacymi czastkami, czy
kompletnymi wirionami, lecz zar6wno w komorkach ludzkich HEF, jak
i Lgyy po zakazeniu wirusem VS interferon byl wytwarzany.

Najstabszym wirusowym induktorem interferonu, sposréd badanych,
byl wirus TBE-K;. Ze wzgledu na czesto wystepujayce zjawisko autointer-
ferencji przy wysokich dawkach wirusow z rodziny Togaviridae stosowano
maly dawke wirusa 0,2 MOI. Zaréwno w hodowli komérek HEF, jak i my-
i Lgyg po zakazeniu wirusem VS interferon byt wytwarzany.
nolegle wykonane doswiadczenie (tab. 3) ujawnilo wysoks interferencje
miedzy wirusem TBE-Kj; a‘'VSV w komoérkach ludzkich HEF. Po 48 godz.
od momentu zakazenia komérek HEF wirusem TBE-Ks, gdy miano inter-
feronu wynosilo zaledwie 8 j/ml, interferencja siegala ponad 90%. Prawdo-
podobnie produkcja interferonu nie jest jedynym mechanizmem interfe-
rencji w tym ukladzie (18, 21). Rownie niskie miana interferonu, jak w
hodowli komoérek HEF, wirus TBE-Ks indukowal w komérkach linii Lg,g,
ale zwigzane to bylo rowniez z niskg aktywnoscig interferencyjna, jaka
przejawial wirus TBE-K;s w tych komérkach.

Na podstawie doswiadczen, dotyczacych indukcji interferonu w ko-
morkach ludzkich HEF oraz mysich MEF i Lg, przez kompleks poli (I) -
* poli (C) w obecnosci lub bez dodatku DEAE-dekstranu, stwierdzono, ze
po indukcji samym kompleksem poli (I) - poli (C) najwyzsze miana inter-
feronu wytwarzaly komorki ludzkie HEF, znacznie mniejsze komérki my-
sie MEF i Lg,. Dodatek polikationu: DEAE-dekstranu do roztworu induk-
tora zwigkszal koncowy zbiér interferonu zaréwno z komoérek mysich,
jak i z ludzkich, bardziej jednak z komorek linii Lgyg (tab. 4).

Wymiki te sg zgodne z wczesnieiszymi doniesieniami méwiacymi o tym,
ze w hodowlach komérek diploidalnych czlowieka poli (I)- poli (C) indu-
kuje znaczne miana interferonu, natomiast w komoérkach linii Lgy sam
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Tab. 3. Aktywnosé¢ interferencyjna wirusa TBE-Kg w hodowli komérek czilowieka
(HEF) i myszy (Leg) ;
Interference activity of TBE-K; virus in human (HEF) and mouse (Lgg) cell cultures

Komdrii Induktor Czae inkwvbac)i Interferencit
Cells . 1nducer /gedz./ Interfarence
Time of incubetion *
/hre/
e -x, 8 4,8
-r 18 96,9
06,2 M0! 24 93,8
49 91,9
72 7,9
r‘i" uw 24 3.2
f--t. [ ] 8,2
18 6,2
0.2 W8I 24 10,0
e P 2s’
72 18,6
M-K‘ uv 24 <5

Objasnienia (Explanation): dawka promieni uv (dose of uv irradiation)=
=43,5- J/m?, wirus dokazajgcy (challenge virus): VSV, wielokrotnosé¢ zakazenia,
dawka wirusa na komorke (multiplicity of infection) — MOI.

Tab. 4. Wytwarzanie interferonu w hodowlach komorek czlowieka (HEF) i myszy
(Lo i MEF) po indukcji poli (I) - poli (C)
Production of interferon in cultures of human (HEF) and mouse (L¢gy and MEF)
cell cultures after induction with poly (I) - poly (C)

Induktor Czas zbioru Miano interferonu j/ml z hodowli koméraek:
Inducar /9odz./ Intarfearon titer u/el from cell culturas;
Mo/l Time of the yield
/hrs/ HEF Lg29 MEF
poli /1/.polt /C/ ] <2 [ l
S0 ug/al 18 128 20 10
24 (-1} 32 as
a8 <2 10 20
poli /1/,poli /T/ 6 3 108 S
S0 ug/sl 18 150 1280 s
DEAE - dakstran 2a a6 1980 142
100 ug/ml 48 <2 320 32

poli (I) - poli (C) jest bardzo stabym induktorem, dopiero dodatek DEAE-
—~dekstranu lub innych polikationéw prowadzi do wytwarzania wysokich
mian interferonu (10, 16). Podobny efekt koncowy uzyskano, gdy komérki
Loy przed indukcjg poli (I) - poli (C) potraktowano matymi dawkami my-
siego interferonu priming (16). To zjawisko zwiekszania wytwarzania in-
_terferonu przez potraktowanie komorek przed indukcjg interferonem ho-
‘mologicznym dotyczy nie tylko systemu interferonu mysiego, ale takze
komorek innych gatunkéw zwierzat oraz czlowieka (1, 7).

W badaniach nad wplywem priming na zbior interferonu indukowa-
nego NDV oraz poli (I) - poli (C) w komérkach HEF, MEF i Lgyy stwier-
dzono, ze interferon stosowany w dawce 100 j/ml powodowal wzrost kon-
cowych mian interferonu (tab. 5). Z piSmiennictwa znany jest réwniez
fakt, ze priming zapobiega obserwowanemu w starszych hodowlach ko-
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morek diploidalnych czlowieka spadkowi wydajnosci produkeji interfe-
ronu (7, 8). W przeprowadzonych doswiadczeniach uzywano komdrek
HEF na poziomie 5—30 pasazu i nie zauwazono wiekszych roznic wydaj-
nosci w produkcji interferonu miedzy poczatkowymi a wyzszymi pasaza-
mi tych komoérek (tab. 6). Stwierdzono natomiast duze rdznice w plonie
interferonu z roznych hodowli HEF, pochodzacych z réznych zarodkow
po indukcji NDV-H. Na tej podstawie, a takze doswiadczen innych auto-
row (23), mozna przypuszczaé, ze chodzi o réznice uwarunkowane gene-
tycznie, gdyz w poszczegolnych hodowlach MEF, otrzymanych z kilku
lub kilkunastu ptodow myszy Swiss-albino, wykazujacych niewielkie zroz-
nicowanie genetyczne, takich réznic nie obserwowano.

Tab. 5. Wplyw priming homologicznym interferonem na wytwarzanie interferonu
w hodowlach komoérek czlowieka (HEF) i myszy (Lggy i MEF)

The influence of priming with homologous interferon on the interferon production
in cultures of human (HEF) and mouse (Lgg and MEF) cells

Koacrki Larka indukto-a Frininc !11ano interferonu
Cells Cose of induccr I=N 3 /ml J/nl
1) uynl{ The interferon titer
M/al
HOV-H - 15C0G
10 101 1C0 3200
HEF roll /1/.poli 4T/
50 ji/ml - 150
JEAC-dekstrar
102 ps/rl 100 1000
& v =k - 3200
20 1of 120 10005
L. poly /i, .00l jU)
229 S0 pgral - ioco
LCAc=l2katran
2SO0 g, 150 32C0
o aF, - 860
b c1 b ERY 1298
W2F ocll si/.poli Sy - fyel
SC /el
whha=Lekatran
170 pasl 107 235
Objasnienia (Explanation): czas priming — 6 godz. (priming time — 6 hrs);

czas zbioru interferonu — 24 godz. (time of interferon yield) — 24 hrs).

Tab. 6. Wytwarzanie interferonu w ré6znych hodowlach komérek HEF
Production of interferon in different strains of HEF cell cultures

Nr hodowli koamdrek it1ano IFN _]/106 komérek
No of cell culture Interferon luar/lO6 of cells

400
1024
256
2048
100
3200
1024

N O A LN
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PE3IOME

CpaBHUTENbHOE M3YUeHMEe UHAYKUMMU umiTepdepoHa in vitro B KJETKaX MblImen
X 4YeJIOBEKa TPOBOAMJM C MCNOJb30BaHMEM BUPYyCHOro uuayktopa u poli (I)- poli (C).
Hauayuymmumyu mHaykTOpamMm uMHTEpdEpOHa OKa3aJMCh ABa lLITaMMa Bupyca 6Gone3un
Newcastle, me3orennbiit Hertfordshire u muororennbnt Radom. 3HayuTedbHBblE KO-
JuUuecTBa uHTepdepoHa B KJETKAaX MbIllleii M 4YeJOBeKa MHIYLUMpPOBAaJ TakKxKe poli
(I) - poli (C), ocobennno B npucyrcrsuu DEAE-nekcTpana u nocjae priming. CnabbiMm
MHAYKTOPDaMM “€JI0BE1€CKOTr0 U MBIIUMIIHOTO MiITepdepoHa in vitro OKa3ajduchk Kak BU-
pyc TBE-Kj (Togaviridae), Tax u VSV (Rhabdoviridae).

SUMMARY

Viruses and poly (I)- poly (C) have been used to induce interferon in vitro in
cultures of mouse and human cells. The best interferon inducers were two strains
of Newcastle disease virus, mesogenic strain Hertfordshire and velogenic Radom.
Also poly (I) - poly (C), especially in the presence of DEAE-dextran or after priming
of cells, induced high titres of interferon in mouse and human cell cultures, Tick-
-borne encephalitis virus, strain Ky (TBE-K,) from Togaviridae family and vesicular
stomatitis virus (VSV) from Rhabdoviridae were poor inducers of human and mouse
interferon in vitro.
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