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Summary

Inducers of boyine interferon: perspectives of their appli-
cation

Three different strains of NDV and antiviral veterinary
yaccines, 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, on|y 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 'gene§ repressors
synthesis (,,superinduction"). Superinduction caused a high
increase in the final IFN yie|d, i.e. S-fold from Bf and
16-fold from bovine leukocytes.

Interf'erony (IFN) stanowią grupę białek lub glikoprotein
uwalnianych przez komórki w odpowiedzi na bodŹcę zwane
induktorami: wirusy, bakterie i ich produkty, wysoko i nisko-
cząsteczkowe substancje syntetyczne i mitogeny roślinne. Byd-
lęce interferony napodstawie cech antygenowych, właściwości
fizyko-chemicznych podzielono na typy: IFNcr i IFNP, które
są produktami zgrupowań gęnów oraz IFNy - produkt poję-

dynczego genu (l1), Interferony odgrywają ważną rolę w
odporności przeciwwirusowej. przeciwnowolworowej oraz po-

siadają właściwości immunoregulacyjne (3, 10, ll),
Stosując czyste preparaty intelferonu bydlęcego otrzymane

z rekombinantów bakteryjnych wykazano częściową skutecz-
ność terapii interferonowej w enzootycznej bronchopneumonii
cieląt (10) oraz zakaźnęj biegunce nowo narodzonych cieląt
(21). W profilaktyce i leczeniu chorób wirusowych bydła
Llżytęczne są takżę induktory endogęnnego interferonu, np.

preparat Bayferon zawierający atenuowany szczep HBv-l
(7), Vaccina L (atenuowany szczęp wirusa choroby Newcastle
(1) lub mutant ts wirusa paragrypy 3 (20).
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Celem badań była próba oceny różnych wirusowych szcze-
pionek weterynaryjnych pod kątem ich uzyteczności jako en-

dogennych induktorów interferonu w profilaktyce i leczeniu
chorób wirusowych bydła oraz wybranie induktora interferonu
bydlęcego, który mógłby znaleźć zastosowanie w produkcji
tego białka in yitro z użyclem metod biotechnologicznych.

komórek dodawano płyn Eagle'a z dodatkiem antybiotyków i
5% surowicy cielęcej. Po 18 lub 24 godz. zbierano supernatanty.

Mjareczkowanie interferonów. Wirus obecny
w
in
pr
kr
uzllaw ano odwrotn o ść n aj wy ż sze go r ozcieńczenia próbki wy wo-

nym działaniem
ydła (VSV). Na
8 jako standard
cześniej wobec

międzynarodowego standardu interferonu 69/19. Pozwoliło to
na wyrażenie mian IFN w jednostkach międzynarodowych.

Wyniki i omówienie

Najlepszym induktorem we wszystkich badanych typach
komórek bydlęcych był szczep NDV-Radom (tab. 1), Suivac
A, zawierĄący atenuowany wirus choroby Aujeszky'ego in-
dukował interferon w komórkach bydlęcych z wyjątkiem linii
ciągłej MDBK. Pozostałę badane szczepionki nie indukowały
interferonu w nabłonkowych i fibroblastycznych komórkach
bydlęcych, Leukocyty izolowane z krwi i śledziony odpowia-
dały wysokimi mianami interferonu na indukcję trzema szcze-
pami NDV, Suivac A oraz na Bayferon, Pozostałe szczepionki
nie indukowały interferonu (tab, 2), Uzyskane wyniki po-

twierdzają badania innych autofów, że różne szczepy NDV
są aktywnymi induktorami interferonu w komórkach bydlę-
cych, Inne wirusy, takie jak wirus Sendai (Param.yxoviridae),

krowianki (P oxv iridae), paragrypy 3 (P aranD,xov i ri dae) oraz
BVDV (Picornaviridae) także opisano jako aktywne induktory
interferonów w komórkach bydlęcych (4, |2, 13, 20, ż4).
W naszych doświadczeniach wirusy ospy ptaków w przeci-
wieństwie do wjrusa krowianki nie były induktorami interfe-
lonów w komórkach bydlęcych podobnie jak wirus nosówki
psów czy wirus pomoru świń. Przyczyny braku zdolności
indukcyjnych tych wirusów mogą wynikać zarówno z lch
właściwości biologicznych jak i braku wrażliwości komórek
na badane wirusy.

Do indukcji interferonu użyto lakże polil:poliC. Induktor
ten w przeciwieństwie do wirusów nie replikuje się w ko-
mórkach, a w obecności DEAE-dekstranu indukuje interferony
w różnych typach komórek pochodzących z wielu gatunków

zwierząt (I9),
W przeprowadzonych doświadczeniach,,priming" trwający

6 godz, zwiększal 1.7-krotnie wytwarzanie interferonu w ko-
mórkach Bf po indukcji polil:poliC oraz 4-krotnie po indukcji
NDV-Radom (tab, 3). Zjawisko zwane ,,priming" jest charak-

tery styczne dla aktywności biologicznej i nterferonó w zw ier ząt

i człowieka (7). Inną z metod stosowaną z powodzeniem do

wytwarzania ludzkiego fibroblastycznego interferonu na skalę

przemysłową jest ,,superindukcja" (9). Inhibitory translacji (cy-

kloheksymid) i transkrypcji (aktynomycyna D) prowadzą do

opóźnienia syntezy replesora genów interferonowych (l6). W
naszych doświadczeniach zastosowanie,,superindukcji" wraz
z polil:poliC jako induktorem pozwoliło na uzyskanie 5-krotnie
wyzszych zbiorów interferonu z hodowli Bf oraz 16-krotnie
wyższych mian interferonu z hodowli leukocytów krwi byd-
lęcej (tab. 3), Otrzymane wyniki badań stanowią podstawę

do zastosowań praktycznych. Przykładem może być łagodzenie
przebie gu bro nchop neumonii enzoot y czne1 cie|ąt pr ze z do no -

sowe podawanie Vaccina L (1). Innym z mozliwych zastosowań

uzyskanych wyników jest próba wytwarzania interferonu me-

todami biotechnologicznymi, Komórki bydlęce (Bf) rosnące

Materiał i metody

Hodowle komórek bydlęcych. Płody bydlęce
pobrano od krów będących w 2-4 miesiąctl ciąży, Stosując
stan dardo wą metodę trypsyni zacj i otrzym ano szczępy komór-
kowe: nabłonek tchawicy (Ntch), nabłonek jamy nosowej (Nno),
fibrob
(Fpł).
mano
we Wrocławiu. Komórki hodowano w płynie Eagle'a MEM
(Minimum Essential Medium) z dodatkiem antybiotyków oraz
10% surowicy cielęcej. Przed wykonanienr doświadczeń ko-
mórki przeszczepiano na plastykowe płytki Petriego o śr.3,2
mm, a po 48 godz. komórki trypsynowano i obliczano średnią
liczbę komórek na l płytce.

Hodowle leukocytów otrzymano z heparynowanej krwi (30
j hep./ml) pobranej od zdrowych szano z wod-
nym roztworem 0,3Va galaktoz1, l część krwi
i 1,5 części roztworu galaktozy ch dodawano
1,5 części zimnego 0,1Ea foztworu zelatyny w 0,85% NaCl. Po
odwirowaniu osad leukocytów przemywano zbuforowanym roz-
tworem soli fizjologicznej (PBS). Leukocyty zawieszano w pły-

m antyliotykow i l}Vo surowicy
5 x l0o komóreUnll. Lcukocyty
czesując" igłami preparacyjnymi
ny pobranego od zdrowego bydła

rzeźnego, po czym opracowano je jak leukocyty krwi,
Indukcj a i nterfero nó w .Użytotrzy szczepy wirusa

rzekomego pomoru drobiu (NDV) - Radom i LaSota (z Insty-
tutu Weterynarii w Puławach) oraz Hertfordshire (z Instytutu
Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu)
namnożone na zarod , Radom
l08,J3 TCIDso/ml. He o, Lasota
l09,0TCID5Ót^l.zd z ryjnych

Ad e nov ir idae)-Can ivac FH, (T o g av i ridae ) -Lapest, (H e rp e sv i r i -

da e) -S ui vac A or az B ayferon - preparat zaw ier aj ący atenuo wany
szcrcp BHV- | (Bayer).

Komórki na płytkach oraz zawiesinę leukocytów krwi i
komórek śledziony zakażano takim rozcieńczeniem wirusów

syntetyczny dwuniciowy kwas lowy
(polil:poliC) (Sigma) (I4) łącz- W celu zwiększenia zbioru ,.pri-

Do komórek Bf lub leukocytów krwi dodawano polil:poliC w

dawce 251l,glml z dodatkiem 10
bitor translacji). Po 5 godz. in
;rglml aktynomycyny D (inhibit
przez następną godz. w 37"C,
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Dawka
N4oI/D

5 MoI

5 MoI

0,4 D

NDV_R

NDV-L

Suivac A

Poxvac I

Poxvac K

Canivac FH

Canivac F

Lapest

Tab. l. Indukcja interferonu (jinll) w hodowli różnych komórek bydJęcych

Komórki
Induktor

Ntch Nno Fne Fs Fpł IVIDBK

w bioreaktorze na nośnikach szklanych (l5) poddawane in-
dukcji polil:poliC i superindukcji wytwarzają około 20 000 j
interferonu na 1 ml płynu hodowlanego (wyniki nie opubliko-
wane).

Podsumowuj ąc, n iektóre ze znany ch szczepionek przeciwwi-
rusowych §tosowanych w praktyce weterynaryjnej, mogą znalęŹĆ

zastosowanie jako induktory endogennego interferonu bydlę-
cego, W profilaktyce i leczeniu zakażęń wirusowych. opra-
cowany układ: komórki Bf - polil:poliC jako induktor, w

określonych warunkach hodowli może być wydajnym źródłem
preparatów interfęronu bydlęcego.
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Edrophonium (3hydroksyfenyl dimetyl etylowy bromek amoniowy) zasto-

sowano jŃo antagonistę blokady neuromięśniowej indukowanej przez vecu-

rolrium u 87 psów poddanych narkozie halotanowej. Preparat zastosowano w

dawce 500 pg/kg m c z atropiną (40 ttg/kg), po minucie po jej podaniu w

i dużej dawce
C.

1 l 00+320 200+32 1020+] 0 l 000t40 320+20 980+200

295+3ż <5 <5 260!42 <5 <5

100+20 l20t50 720t50 32+20 10+Io < 5

nie stwierdzono w}.twarzania IFN

Objaśnienia: Czas zbioru interferonu ż4 godz., MOI (multiplicity of in-

t'ection) ilość TCIDst/l konórkę. D - dawka szczep,ionki przeznlczorlawlg
produccntc do szczepienia l zwiet,zęcia,

Tab 2. Irrdukcja interleronu w leukocytach krrvi i śledziony bydlęcej

Tab 3 Wpływ ,,priming" oraz ,,superindukcji" na wytwarzanie IFN

w komórkach Bf i leukocYach krwi po indukcji NDV-R oraz polil:poliC

Induktor
Dawka
MoVD

Miano lFN (j/ml)

leukocyty kr-wi leukocyty śledziony

NDV-R

10

5 MoI

l

3990+l 50

1 3 80+370

510+79

480+1 36

990+140

480+l 36

NDV_H

t0

5 MoI

1

l 600+240

470+54

250+83

2060t1 l00

490!,79

280t54

NDV-L

l0

5 Mo]

l

l200+300

1 850+280

1620+l 50

790t8 l

580t49

330+10l

Suivac A

0.4

0,2 D

0,04

l240l7 ]

1 950+320

480+240

820+l 30

5Ę+240

200+ 1 60

Bayferon
0,1 D

0,0l

z1,0+,7,7

70+l 8

1 650+42

5l0tl l0

Poxvac I

Poxvac K

Calrivac F

Lapest

nie stu,ierdzono wytwarzania IFN

bez względu na stosowaną dawkę

Induktor
]zas zbioru N{ianao IFN (/ml)

(godz) Komórki Bf Leukocyty krwi

NDV 10 MoI ż4 l00()+40 3990+l50

NDV + priming
30 j/ml HuIFNc88

ż4 4000+240 14 l00+520

Polil:poliC 25 pg/ml +

-dekstran t0 pg/nl
l8 1040+57 l l4t57

Polil:poliC 25 pgłnl + DEAE-
-dekstran 10 [g/ml + pliming
30 jńnl HuIFNcS8

18 182.1+63 18żŁ4ż

Polil;poliC 25 1lglm| + DEAE-
-dekstran 10 pg/nl +

,,superindukcj a"
ż4 5700+1 l5 1 824t78


