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Summary

Inducers of bovine interferon: perspectives of their appli-
cation

Three different strains of NDV and antiviral veterinary
vaccines, i.e. Poxvac I, Poxvac K, Canivac F, Lapest and
Suivac A, were used as inducers of interferon production.
The following cells were used: bovine embryo cells (tra-
cheal and nosopharyngeal epithelium), skin and kidney
fibroblasts, MDBK cell line and cultures of blood and
spleen leukocytes. Of the viruses used, only three strains
of NDV, Suivac A and Bayferon were active in the induction
of bovine IFN. Synthetic RNA poly: poly C also elicited
IFN production in the bovine skin fibroblasts and in blood
leukocytes, especially when the cells were treated before
induction with low concentrations of interferon (,,pri-
ming”’), or when inhibitors of transcription and translation
were used for the inhibition of IFN ‘genes repressors
synthesis (,,superinduction”). Superinduction caused a high
increase in the final IFN yield, i.e. 5-fold from Bf and
16-fold from bovine leukocytes.

Interferony (IFN) stanowia grupe bialek lub glikoprotein
uwalnianych przez komérki w odpowiedzi na bodZce zwane
induktorami: wirusy, bakterie i ich produkty, wysoko 1 nisko-
czgsteczkowe substancje syntetyczne i mitogeny roslinne. Byd-
lece interferony na podstawie cech antygenowych, wlasciwosci
fizyko-chemicznych podzielono na typy: IFNo i IFNB, ktére
sa produktami zgrupowan genéw oraz IFNy — produkt poje-
dynczego genu (11). Interferony odgrywaja wazna rolg w
odpornosci przeciwwirusowej, przeciwnowotworowej oraz po-
siadaja wtasciwosci immunoregulacyjne (3, 10, 11).

Stosujac czyste preparaty interferonu bydlecego otrzymane
z rekombinantéw bakteryjnych wykazano czg$ciowa skutecz-
no$¢ terapii interferonowej w enzootycznej bronchopneumonii
cielat (10) oraz zakaznej biegunce nowo narodzonych cielat
(21). W profilaktyce i leczeniu choréb wirusowych bydia
uzyteczne sa takze induktory endogennego interferonu, np.
preparat Bayferon zawierajacy atenuowany szczep HBV-1
(7), Vaccina L (atenuowany szczep wirusa choroby Newcastle
(1) lub mutant ts wirusa paragrypy 3 (20).
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Celem badari byta préba oceny réznych wirusowych szcze-
pionek weterynaryjnych pod katem ich uzytecznosci jako en-
dogennych induktoréw interferonu w profilaktyce i leczeniu
choréb wirusowych bydla oraz wybranie induktora interferonu
bydlecego, ktéry méglby znalezé zastosowanie w produkeji
tego biatka in vitro z uzyciem metod biotechnologicznych.

Material 1 metody

Hodowle komérek bydlgcych. Plody bydlece
pobrano od kréw bedacych w 2-4 miesiacu ciazy. Stosujac
standardowa metode trypsynizacji otrzymano szczepy komor-
kowe: nabtonek tchawicy (Nich), nablonek jamy nosowej (Nno),
fibroblasty nerki (Fne), fibroblasty skéry (Fs), fibroblasty pluc
(Fp}). Lini¢ MDBK (komérki nerki bydia Maden Darby ) otrzy-
mano 7z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu. Komérki hodowano w ptynie Eagle’a MEM
(Minimum Essential Medium) z dodatkiem antybiotykdw oraz
10% surowicy cielecej. Przed wykonaniem do$wiadczen ko-
morki przeszezepiano na plastykowe plytki Petriego o §r. 3,2
mm, a po 48 godz. komdrki trypsynowano i obliczano Srednia
liczbg komérek na 1 ptytce.

Hodowle leukocytéw otrzymano z heparynowanej krwi (30
j hep./ml) pobranej od zdrowych kréw, Krew mieszano z wod-
nym roztworem 0,3% galaktozy w proporcji (v/v) 1 czesS¢ krwi
i 1,5 czesci roztworu galaktozy (8). Po 3 minutach dodawano
1,5 czesci zimnego 0,1% roztworu zelatyny w 0,85% NaCl. Po
odwirowaniu osad leukocytéw przemywano zbuforowanym roz-
tworem soli fizjologicznej (PBS). Leukocyty zawieszano w ply-
nie Eagle'a MEM z dodatkiem antybiotykéw i 10% surowicy
ciclecej uzyskujac gestosé 5 x 107 komoérek/ml. Leukocyty
§ledziony otrzymywano ,.wyczesujac” iglami preparacyjnymi
komdarki z fragmentu §ledziony pobranego od zdrowego bydla
rzeznego, po czym opracowano je jak leukocyty krwi.

Indukcja interferondw. Uzyto trzy szczepy wirusa
rzekomego pomoru drobiu (NDV) — Radom i LaSota (z Insty-
tutu Weterynarii w Pulawach) oraz Hertfordshire (z Instytutu
Immunologii i Terapii Do$§wiadczalnej PAN we Wroctawiu)
na §13020ne na zarodkach kurz_ychg p mianie: NDV Radom
10%°° TCID50/ml, Hertfordshire 107 TCIDsp/ml oraz LaSota
10° TCIDso/ml. Z dostgpnych szezepionek welerynaryjnych
(produkeji Biovet) wybrano szczepionki przeciwwirusowe za-
wierajace zywe atenuowane lub zmodyfikowane przez liczne
pasaze wirusy nalezace do réznych rodzin: (Poxviridae)-Poxvac I,
Poxvac K, (Paramyxoviridae)-Canivac F, ( Paramyxoviridae i
Adenoviridae)-Canivac FH, (Togaviridae)-Lapest, (Herpesviri-
dae)-Suivac A oraz Bayferon — preparat zawierajacy atenuowany
szczep BHV-1 (Bayer).

Komérki na plytkach oraz zawiesine leukocytéw krwi 1
komérek §ledziony zakazano takim rozcieficzeniem wiruséw
aby uzyska¢ wielokrotno$¢ zakazenia wynoszacq 1, 5 lub 10
TCIDsp/komérke. Szczepionki przy kiérych brak byto infor-
macji o mianie wirusa, rozciericzano tak, aby na 10 ? komorek
hodowli przypadato od 0.4 do 0,04 dawki przeznaczonej dla
jednego zwierzecia. Po 24 godz. zbierano supernatanty i mia-
reczkowano interferon. Do indukgji interferonu stosowano takze
syntetyczny dwuniciowy kwas poliinozylowy:policytydylowy
(polil:poliC) (Sigma) (14) tacznie z DEAE-dekstranem.

W celu zwickszenia zbioru interferonu uzyto metode ,,pri-
ming” (7). Hodowle Bf oraz leukocyty krwi inkubowano przez
6 godz. z 30 j/ml ludzkiego rekombinowanego Hu IFNo@88 (dar
E. Lundgrena, Szwecja), ktory jest aktywny w komorkach
bydlecych, przed indukcja wirusem lub polil:poliC. Zbidr in-
terferonéw zwickszano takze stosujac metode ,superindukeji”,
Do komérek Bf lub leukocytéw krwi dodawano polil:poliC w
dawce 25 pg/ml z dodatkiem 10 ptg/ml cykloheksymidu (inhi-
bitor translacji). Po 5 godz. inkubacji w 37°C dodawano 1
g/ml aktynomycyny D (inhibitor transkrypcji) i inkubowano
przez nastepng godz. w 37°C. Po dokladnym przemyciu do

komérek dodawano ptyn Eagle’a z dodatkiem antybiotykéw i
5% surowicy cielgcej. Po 18 lub 24 godz. zbierano supernatanty.
Miareczkowanie interferonéw. Wirus obecny
w supernatantach znad komérek adherentnych lub leukocytow
inaktywowano naswietlaniem promieniami UV (50 000 J/m~
przez 30 min.). Do miareczkowania inteferonu stosowano mi-
krometode opisang przez Stewarta (17). Za miano interferonu
uznawano odwrotnos¢ najwyzszego rozcieficzenia probki wywo-
tujacego ochrone 50% komoérek przed cytopatycznym dziataniem
wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej bydla (VSV). Na
kazdej plytce miareczkowano takze rHulFNoi88 jako standard
interferonu (12). Miano standardu okre§lono weze$niej wobec
miedzynarodowego standardu interferonu 69/19. Pozwolito to
na wyrazenie mian IFN w jednostkach migdzynarodowych.

Wyniki i oméwienie

Najlepszym induktorem we wszystkich badanych typach
komérek bydlecych byt szczep NDV-Radom (tab. 1). Suivac
A, zawierajacy atenuowany wirus choroby Aujeszky’ego in-
dukowat interferon w komérkach bydlgcych z wyjatkiem linii
ciagtej MDBK. Pozostale badane szczepionki nie indukowaty
interferonu w nabtonkowych i fibroblastycznych komérkach
bydlecych. Leukocyty izolowane z krwi i §ledziony odpowia-
daty wysokimi mianami interferonu na indukcje trzema szcze-
pami NDV, Suivac A oraz na Bayferon. Pozostale szczepionki
nic indukowaly interferonu (tab. 2). Uzyskane wyniki po-
twierdzaja badania innych autoréw, ze rézne szczepy NDV
sa aktywnymi induktorami interferonu w komérkach bydle-
cych. Inne wirusy, takie jak wirus Sendai (Paramyxoviridae),
krowianki (Poxviridae), paragrypy 3 (Paramyxoviridae) oraz
BVDV (Picornaviridae) takze opisano jako aktywne indukiory
interferonéw w komérkach bydlecych (4, 12, 13, 20, 24).
W naszych do§wiadczeniach wirusy ospy ptakéw w przeci-
wieristwie do wirusa krowianki nie byly induktorami interfe-
ronéw w komérkach bydlecych podobnie jak wirus noséwki
pséw czy wirus pomoru $wif. Przyczyny braku zdolnosci
indukcyjnych tych wiruséw moga wynikaé zaréwno z ich
wlasciwosci biologicznych jak i braku wrazliwosci komorek
na badane wirusy.

Do ‘indukcii interferonu uzyto takze polil:poliC. Induktor
ten w przeciwiefistwie do wiruséw nie replikuje si¢ w ko-
moérkach, a w obecnosci DEAE-dekstranu indukuje interferony
w réznych typach komdérek pochodzacych z wielu gatunkow
zwierzat (19).

W przeprowadzonych do§wiadczeniach ,,priming” trwajacy
6 godz. zwigkszal 1,7-krotnie wytwarzanie interferonu w ko-
mérkach Bf po indukeji polil:poliC oraz 4-krotnie po indukeji
NDV-Radom (tab. 3). Zjawisko zwane ,,priming” jest charak-
terystyczne dla aktywnosci biologicznej interferonéw zwierzat
i cztowieka (7). Inna z metod stosowana z powodzeniem do
wytwarzania ludzkiego fibroblastycznego interferonu na skale
przemystowa jest ,,superindukeja” (9). Inhibitory translacji (cy-
Kloheksymid) i transkrypcji (aktynomycyna D) prowadza do
opGZnienia syntezy represora genéw interferonowych (16). W
naszych do§wiadczeniach zastosowanie ,superindukcji” wraz
z polil:poliC jako induktorem pozwolito na uzyskanie 5-krotnie
wyzszych zbioréw interferonu z hodowli Bf oraz 16-krotnie
wyzszych mian interferonu z hodowli leukocytéw krwi byd-
lecej (tab. 3). Otrzymane wyniki badafi stanowia podstawe
do zastosowari praktycznych. Przyktadem moze by¢ tagodzenie
przebiegu bronchopneumonii enzootycznej cielat przez dono-
sowe podawanie Vaccina L (1). Innym z mozliwych zastosowar
uzyskanych wynikéw jest préba wytwarzania interferonu me-
todami biotechnologicznymi. Komérki bydlgce (Bf) rosnace
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Tab. 1. Indukeja interferonu (j/ml) w hodowli réznych komdérek bydlecych

Induktor ﬁ%";}‘g Komornd

Ntch Nno Fne Fs Fpt MDBK
NDV-R 5 MOI [1100£320 200£32 1020£70 1000240 320£20 980£200
NDV-L 5 MOI| 29532 < 5 <35 200442 <5 <5
Suivac A 04 D | 100420 120450 720£50 32420 70£10 < 5
Poxvac 1
Poxvac K |od 0.04
Canivac FH |do 04 D nie stwierdzono wytwarzania IFN
Canivac F
Lapest

Objasnienia: Czas zbioru interferonu 24 godz., MOI (multiplicity of in-
fection) ilos¢ TCIDso/1 komérke, D — dawka szczepionki przeznaczona w/g
producenta do szczepienia 1 zwierzgcia.

Tab. 2. Indukcja interferonu w leukocytach krwi i §ledziony bydlecej

. Dawka . Miano IFN (j/ml)
MOI/D leukocyty kewt |leukocyty sledziony
10 3990150 480£136
NDV-R | 5 MOI1 1380£370 990140
1 370£79 480136
10 1600240 2(;60t1 100
NDV-H 5 MOI 470+54 490£79
1 | 250483 280+54
10 1200300 79081
NDV-L 5 MOI 1850£280 580+49
1 1620£150 330£101
0.4 124071 820£130
Suivac A 02 D 1950320 540+240
0,04 4801240 200x160
N 0.1 D 210477 1650442
Bayferon
0,01 7018 510110
Poxvac 1
Poxvac K uie stwierdzono wytwarzania IFN
Canivac F bez wzgledu na stosowana dawke
Lapest |

Tab. 3. Wplyw ,.priming” oraz ,superindukcji” na wytwarzanie IFN
w komérkach Bf i leukocytach krwi po indukcji NDV-R oraz polil:poliC

Czas zbioru Mianao IFN (j/ml)
Induktor q -
(g0d7)  |Komérki Bf|Leukocyty krwi
NDV 10 MOI 24 1000£40 3990£150
NDV + priming
4000£240 14 100£520
30 j/ml HulFNo88 % oL
Polil:poliC 25 pg/ml + DEAE- 13 1040457 114457
-dekstran 10 pg/mi
Polil:poliC 25 pg/ml + DEAE-
-dekstran 10 pg/ml + priming 18 1824463 182142
30 j/ml HulFNa83 |
Polil:poliC 25 pg/ml + DEAE-
-dekstran 10 pg/ml + 24 5700%115 182478
,superindukcja”

w bioreaktorze na no$nikach szklanych (15) poddawane in-
dukcji polil:poliC 1 superindukcji wytwarzaja okoto 20 000 j
interferonu na 1 ml pltynu hodowlanego (wyniki nie opubliko-
wane).

Podsumowujac, niektére ze znanych szczepionek przeciwwi-
rusowych stosowanych w praktyce weterynaryjnej, moga znalez¢
zastosowanie jako induktory endogennego interferonu bydle-
cego, w profilaktyce i leczeniu zakazei wirusowych. Opra-
cowany uklad: komérki Bf — polil:poliC jako induktor, w
okreslonych warunkach hodowli moze by¢ wydajnym Zrodiem
preparatéw interferonu bydlecego.
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CLUTTON R. E.: Edrophonium — antagonista blokady
neuromie¢$niowej u pséw. (Edrophonium for the antago-
nism of neuromuscular blockade in dogs). Vet. Rec. 134,
674-678, 1994 (26)

Edrophonium (3hydroksyfenyl dimetyl etylowy bromek amoniowy) zasto-
sowano jako antagonist¢ blokady neuromig$niowej indukowanej przez vecu-
ronium u 87 pséw poddanych narkozie halotanowej. Preparat zastosowano w
dawce 500 pg/kg m.c z atropina (40 pg/kg), po minucie po jej podaniv w
dawee 600 g, wzelednie edrophonium (250 pg/kg me) podano z atroping w
dawee 20 lub 40 pg/ke. Catkowita rewersje uzyskano w 75 preypadkach. u
12 pséw. u ktérych zastosowano male dawki edrophonium istniata potrzeba
powtdrzenia preparatu. Zaprzestino stosowania samego edrophomum, ponie-
wa# u jednego psa wystapity zaburzenia ze strony ukladu krazenia, u drugiego
zwiekszone wydzielanie §luzu w askrzelach i nadmiemne §linienie. Czgstotli-
wosc akeji serca wzrastata po podaniu malej dawki edrophonium 1 duzej da-
wki atropiny. Akeja serca wzrastala, a nasigpnie spadala, gdy edrophonium
w dawee 500 pg/kg podano po minucie po inickeji atropiny (600 pg). Akcja
serca byla stabilna po podaniu edrophonium z atroping zar6wno w matej, jak
i duzej dawce.
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