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Uber die Interferon induzierende Wirkung

von RN 13 Regeneresen®
Von A. Wacker und Astrid Eichler

Einleitung

Im Jahre 1957 wurde mit dem Interferon ein Natur-
stoff entdeckt, der das Wachstum von DNS- als auch
RNS-Viren hemmt. Seine Synthese im Organismus
wird durch Viren selbst induziert. Bemerkenswert ist,
daB Interferon nicht virusspezifisch, sondern spe-
zies-spezifisch ist, d.h. bei Viruserkrankungen beim
Menschen nur menschliches Interferon wirksam ist
[1]. Wegen seines &duBerst geringen Vorkommens
dauerte es Jahre, bis es 1980 gelang, seine chemi-
sche Natur aufzuklaren [2]. Dabei fand man, daB es
mehrere Interferone gibt. — Im Laufe der vergangenen
Jahre zeigte sich, daB Interferon nicht nur ein Virus-
hemmstoff ist, sondern auch regulierend in das Im-
munsystem eingreift [1].

Wir haben uns bisher mit der Induktion von Interfe-
ron beschéftigt. Leider ist der beste Interferoninduk-
tor, die doppelstrangige Ribonukleinsdure Poly IC
(die in der Natur nicht vorkommt) toxisch und somit fiir
eine Anwendung beim Menschen nicht geeignet [1].
Unser Hauptstreben war daher die Suche nach nicht
toxischen Interferoninduktoren. Wir berichten nach-
folgend Uber einen Induktor auf tierischer Basis, der
schon lange in der Medizin verwendet wird und aus
tierischer Ribonukleinsaure besteht.

RN 13 Regeneresen®, das der Hersteller fiir geria-
trische Beschwerden empfiehlt [3], enthalt RNS aus
13 tierischen Organen und zusétzlich RNS aus Hefe.
In der Préparation 148t sich noch eine kleine Menge
DNS und EiweiB nachweisen [4]. Wir haben uns im
Rahmen unserer Untersuchungen liber die Interferon
induzierende Wirkung von Arzneimitteln auch mit den
verschiedenen Regeneresen beschaftigt und moch-
ten nachfolgend lber die Wirkung von RN 13 Rege-
neresen® berichten. Wir sind dabei so vorgegangen,
daB wir verschiedene Mengen RN 13 der weiBen
Maus i. p. verabreicht haben. Nach bestimmten Zeiten

haben wir der Maus das Blut aus dem retroorbitalen
Venenplexus entnommen und dieses nach der Me-
thode von Finter[5] auf Interferon getestet. Zum Ver-
gleich diente Interferon, das durch Poly IC unter den
gleichen Bedingungen induziert war.

Material und Methoden

Substanzen

RN 13 Regeneresen nach Prof. Dyckerhoff® [3]:
1 Ampulle (5ml) enthalt 6 mg organspezifische Ri-
bonukleinsduren aus GeféaBwand, GroBhirnrinde,
Herz, Hypophyse, Hypothalamus, Leber, Milz, Neben-
nierenrinde, Niere, Ovar, Plazenta, Thalamus, Testis
und unspezifische Ribonukleinsédure aus Hefe.

Poly IC: Synthetische doppelstrangige Ribonu-
kleinsaure, Polyinosin-Polycytidylséure.

Méuse: SPF NMRI wl., Gewicht: 25-30g, Fa. Dr.
lvanovas GmbH, Kisslegg/Allgau.

Zellen

Maus-L-Fibroblasten, Klon 929 (L-929-Zellen),
wurden in stationarer Kultur in 1200ml Roux-Kolben
gezlchtet. Als Nahrmedium diente Minimum Essen-
tial Medium (MEM). Das Anzuchtmedium enthielt
10% Kalberserum. An Antibiotika wurden je Liter Me-
dium zugesetzt: Dihydrostreptomycin 0,1 g, Penicillin
100000 IE, Amphotericin B 2mg. Alle sieben Tage
wurden die Zellen mit 0,25%iger Trypsinlésung be-
handelt und neu ausgesit.

Viren

Das Vesicular-stomatitis-Virus (VSV), Serotyp In-
diana, wurde auf Maus-L-Fibroblasten vermehrt. 2ml
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der mit Minimum Essential Medium auf eine Konzen-
tration von 1078 verdiinnten Virussuspension waren
zur Adsorption 1 Stunde lang in einem Kolle-Kultur-
kolben mit den Zellen in Kontakt. Nach dem Dekantie-
ren des Virus wurden 20mI MEM + 10% Kélberserum
hinzugefiigt und bis zur vélligen Zerstérung der Zellen
bei 36°C bebriitet. Danach wurden die Zellen in Trok-
keneis rasch eingefroren und nach 1 Stunde wieder
aufgetaut. Dadurch wurde eine vollsténdige Freiset-
zung des Virus bewirkt. Nach dem Auftauen wurde die
Suspension 10 Min. lang bei ca. 120g zentrifugiert,
um Zelltriimmer zu beseitigen. Der Uberstand wurde
in Portionen von je 1ml eingefroren und bei —25°C
aufbewahrt. '

Lésungen und Medien

Physiologische Salzlésungen: Phosphatgepufferte
Salzlosung nach Dulbecco (PBS). Minimum Essen-
tial Medium Eagle. Kélberserum: Von bis zu sieben
Tage alten Kélbern [6].

Farbtest nach Finter [5]

Von Maus-L-929-Zellen wird eine Zellsuspension
von 3 x 105 Zellen/ml hergestellt. Je 1 ml dieser Sus-
pension wird in Glas-Rollrandrohrchen ausgesat. Die
Zellen wachsen innerhalb von 48 Stunden zu einem
geschlossenen Monolayer aus. — Das Interferon-hal-
tige Serum wurde in verschiedenen Konzentrationen
fir 1 Stunde auf die Zellen gegeben. Danach wurde
der Uberstand durch frisches Medium ersetzt, nach
24 Stunden erneut dekantiert und mit 0,2 ml VSV-Sus-
pension 1076 1 Stunde bei 37°C bebriitet. Nach dem
AbgieBen des Virus wurden die Zellen erneut mit
MEM + 10% Kaélberserum (berschichtet und 24
Stunden bei 37°C bebriitet. Die Viruskonzentration
war so bemessen, daB nach 24 Stunden Bebriten
lichtmikroskopische, morphologische Veranderun-
gen in der Zelle nachgewiesen werden konnten. Die
quantitative Auswertung erfolgte durch Anfarben der
Zellkultur mit Neutralrot. Es wird eine 1 %ige Stamm-
I6sung mit PBS im Verhéltnis 1:75 verdinnt. 0,4ml
hiervon werden in das Medium jedes Kulturrohrchens
pipettiert und 2 Stunden lang bei 37°C bebriitet. Wah-
rend dieser Zeit nehmen die lebenden Zellen der Kul-
tur den Farbstoff auf. Nach Ablauf der 2 Stunden wird
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das Uberstehende Medium abgegossen, und die Zel-
len werden zweimal mit erwarmter PBS gewaschen,
anschlieBend wird die von den stoffwechselaktiven
Zellen aufgenommene Farbldsung mit einer gepuffer-
ten Athanolldsung (Athanol 95%ig, vergélit: 0,1 M
NaH,PO,-Lésung = 1:1 Vol.) extrahiert. Die Extink-
tion der so gewonnenen Farblésungen wird dann
photometrisch bestimmt. Zum Vergleich werden Zell-
kulturen, die weder Substanz noch Virus enthalten
(Zellkontrolle) und Kulturen, die nur mit Virus inkubiert
waren (Viruskontrolle), gemessen. Pro Substanzkon-
zentration werden 3 Rollrandréhrchen angelegt, de-
ren gemeinsame Extinktion bestimmt wird. — Mes-
sung der Extinktionskurve am Zeiss Spectralphoto-
meter PMQ |l bei 540nm.

Ergebnisse

Wenn man der NMRI-Maus 50ug Poly IC i.p. ver-
abreicht und nach 18 Stunden das Interferon-haltige
Blut isoliert und dessen Gehalt an Interferon be-
stimmt, so findet man (in mehreren Versuchen, die an
verschiedenen Tagen durchgefiihrt wurden) eine
Hemmung von VSV-Virus von 80% (100% Hem-
mung wére ein Wert, der vollstandig die Virusvermeh-
rung hemmt). 0,25ml der Original-Ampulle RN 13
Regeneresen® (Chargen-Nr.251)  bewirkt eine
40-45%ige Hemmung der Virusvermehrung.

Der Zeitpunkt der Blutentnahme bei der Maus ist far
den Interferongehalt von groBer Bedeutung. Ent-
nimmt man das Blut bereits nach 10 Stunden, so er-
reicht man mit der erhaltenen Menge Interferon eine
20%ige Hemmung der Virusvermehrung, nach 12
Stunden 30%, nach 18 Stunden 40—45% und nach 24
Stunden ist der Interferonspiegel wieder so weit ab-
gesunken, daB man damit nur eine Hemmung von
15% erreicht.

Die Menge des verabreichten RN 13 Regenere-
sen® pro einer Maus (Original-Ampulle 5mli) ist fur die
Hemmwirkung wichtig. Bei 0,1ml erhielten wir
30-40% Hemmung, bei 0,25ml RN 13 Regenere-
sen® 40—45%, bei 0,5ml 20-30% und bei 1mI RN 13
30-35%.

Es war fur uns nun von besonderem Interesse,
RN 13 wiederholt zu verabreichen, um zu sehen, ob
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wir eine Steigerung der induzierbaren Menge Interfe-
ron erhalten. Wir erhielten bei einmaliger Verabrei-
chungvon 0,25mI RN 13 Regeneresen® 40-45% der
maximal induzierbaren Interferonaktivitat. Wurden in
dreimaligem Abstand von je 24 Stunden 0,25ml Re-
generesen verabreicht, so war die erhaltene Hemm-
wirkung nach der letzten Gabe 25-30% und bei einer
finfmaligen Impfung im Abstand von je 24 Stunden
25-30%. Wurden in einem Abstand von je 2 Tagen
dreimal 0,26ml RN 13 verabreicht, so war die
Hemmwirkung 20-30 % (im Vergleich zu 40-45 % bei
einer einmaligen Verabreichung). Wurden 3mal im
Abstand von 4 Tagen 0,25ml RN 13 verabreicht, so
war die Hemmwirkung 25 %. Wurde der Abstand zwi-
schen den Impfungen auf 6 Tage ausgedehnt und
3mal 0,25mlI RN 13 geimpft, so war die Interferonakti-
vitdt 20% im Vergleich zu 40-45% bei einmaliger
Impfung.

LaBtman das Interferon-haltige Blut 24 Stunden bei
pH 2 stehen, so bleibt weniger als die Halfte der Inter-
feronaktivitat nach RN 13-Induktion erhalten. Der In-
terferongehalt des Blutes einer unbehandelten Probe
ist flir 24 Stunden stabil. — Eine 2stiindige Behandlung
der Interferon-haltigen Blutprobe mit dem Enzym
Pronase 4Bt die Aktivitat betréchtlich absinken; das
gleiche gilt auch fiir den Interferonversuch, in dem
durch Poly IC das Interferon induziert wurde.

Diskussion

Gegenwartig kennt man 3 Arten von Interferon [7],
die von dem produzierenden Zelltyp und dem Induktor
gepragt werden. Es sind dies Leukozyteninterferon
(HulFN-a), Lymphoblasteninterferon (HulFN-a), Fi-
broblasteninterferon (HUlFN-B) und Immuninterferon
(HulFN-y). Wahrend Interferon-a von Sendaivirus in-
duziert werden kann, ist es bei Interferon-p die dop-
pelstrangige RNS Poly IC. . Das Interferon-vy, das von
den T-Lymphozyten des Blutes gebildet wird, benétigt
als Induktor ein spezifisches Antigen oder T-Zell-
mitogen.

Nach unserer Erfahrung ist der Typ des Induktors
nicht streng spezifisch fuir das Interferon, das gebildet

wird. Wir sind der Meinung, daB3 z. B. Poly IC alle Inter-
ferone induzieren kann, wenn auch die gebildete
Menge je nach Zelltyp unterschiedlich ist. Wir folgern
aus verschiedenen Befunden, wie z. B. Saurestabilitat
und anderen Kriterien, daB in unseren Versuchen das
von uns aus dem Blut der weiBen Maus nach
RN 13-Gabe isolierte Interferon mehr dem Typ des
Immuninterferons gleicht. Leider steht uns derzeit
noch kein Standardpraparat von Immuninterferon zur
Verfliigung, so daB wir unser Interferon nicht chroma-
tographisch vergleichen kénnen. Unsere Versuche
hatten ja als Ziel, einen nicht toxischen Interferonin-
duktor zu finden, und wir glauben, mit dem RN 13 ei-
nen solchen gefunden zu haben. Der gréBe Vorteil
durfte dabei der sein, daB RN 13 schon lange Jahre
beim Menschen mit dem besten Erfolg flir andere
Zwecke angewandt wird [8]. — Damit kdmen wir zur
Wirkungsweise. Dyckerhoff [9] ist urspriinglich davon
ausgegangen, daB die Nukleinsduren die Vorausset-
zung fiur die EiweiBsynthese sind. Dies gilt, wie un-
zahlige Arbeiten der letzten Jahre bewiesen haben,
tatséchlich. Wir haben mit den relativ kleinen RNS-
Molekiilen im Regeneresen keinen {iberzeugenden
Hinweis bei unseren in vitro-Untersuchungen fiir eine
EiweiBsynthese gefunden. Andererseits hat das In-
terferon neben seiner herausragenden Bedeutung als
Virushemmestoff einen groBen EinfluB auf die Regulie-
rung des Immunsystems, wie z. B. Aktivierung der Na-
tural Killer Cells [10].

Wie unsere Versuche gezeigt haben, ist die Menge
des gebildeten Interferons zeitabhangig, wie man das
auch von anderen Interferoninduktoren in verschie-
denen Zellsystemen weil3 [1]. Die Uberraschende
Tatsache, daB die gebildete Menge Interferon sich
nicht beliebig steigern 14Bt, geht aus 2 Versuchsrei-
hen hervor. Zum ersten ist die Menge des verabreich-
ten Induktors fir die gebildete Menge Interferon wich-
tig und erreicht nach einem maximalen Wert keine
weitere Steigerung. Viel wichtiger erscheint uns je-
doch, daB auch eine wiederholte Gabe des Induktors
keine Steigerung erbringt. Da sicherlich die Induktion
von Interferon nicht die alleinige biologische Eigen-
schaft von RN 13 Regeneresen® ist, mochten wir da-
her die Induktion von Interferon als eine hervorra-
gende Wirkung dieses Arzneimittels ansehen.
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Zusammenfassung

Verabreicht man einer Maus i.p. RN 13 Regeneresen®, so kann
man nach 18 Stunden aus dem Blut eine Substanz isolieren, die
das Wachstum von Viren hemmt. Diese Verbindung ist nach ver-
schiedenen Charakteristika Interferon.
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