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1. INTRODUCTION

L’interféron v (IFN~v), produit par des lymphocytes T activés,
est caractérisé par son activité antivirale puisqu’il est capa-
ble de protéger des cellules vis & vis des infections virales.
De plus I'lFN~ posséde de nombreuses activités immunomo-
dulatrices. Pour ces deux raisons, ceite molécule fait I'objet
de recherches intensives afin d’en définir d’éventuelles appli-
cations thérapeutiques. Des études menées chez les bovins
ont d'ores et déja démontré que I'injeciion d’une préparation
d’IFN~ bovin obtenu par génie génétique (IFNy recombinant)
empéchait I'apparition des symptomes de fiévre des trans-
ports et compensait I'effet immunodépresseur du virus de
I’herpes bovin (Bislefeldt Ohmann et al., 1987). Le dévelop-
pement des techniques de recombinaison génétique permet
maintenant d’obtenir des quantités de matériel bioclogique,
produit par des bactéries recombinantes, qui soient compa-
tibles avec une bonne évaluation de son activité.

Dans ceite communication, nous présentons les premiers
résultats obtenus ayant trait aux effets antiviraux et immuno-
modulateurs de l'interféron gamma porcin obtenu par recom-
binaison génétique.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. INTERFERON

L'interféron v recombinant porcin purifié (rPolFNy) a été gra-
cieusement fourni par Ciba Geigy limited (Bale, Suisse). Son
activité specifique est de 5 & 10 x 106 unités antivirales par
mg de protéine.

2.2. TITRAGE DE L'IFN

Le titrage de I’effet antiviral de I'iFN est réalisé en micropla-
ques a fond plat selon la technique décrite par La Bonnar-
diere et Laude (1981) : des tapis de cellules rénales porcines
(lignée PDB5) sont prétraitées une nuit par différentes dilutions
d’IFN puis infectées par le Coronavirus de la Gastroentérite

transmissible (GET) a différentes multiplicités d’infection
(Laude, 1981). Les titres d’IFN sont exprimés par la dilution
maximale entrainant une protection totale des cellules vis &
vis de I'effet cylopathique du virus.

2.3. STIMULATION DE L’AQTIVITE
CYTOTOXIQUE SPONTANEE DES
LYMPHOCYTES DU PORC

Des lymphocytes du sang périphérique de porcs Large White
agés de plus de 2 mois et de porcelets de 4 & 8 jours ont été
isolés par centrifugation sur Ficoll, puis mis en cultures et pré-
traités une nuit avec I'lFN (Charley et al., 1985). Leur activité
cytotoxigue (ou NK) est ensuite évaluée par leur capacité de
tuer des cellules tumorales humaines K562, par un test de
relargage de chrome 51 en 4 heures (Charley et al., 1983).
Les résultats des tests de cytotoxicité sont exprimés en pour-
centage de cytotoxicité.

2.4. INDUCTION DE PRODUCTION
D'INTERLEUKINE 1 PAR LES MONOCYTES

Le protocole utilisé est celui qui a été décrit par Arenzana-
Seisdedos et al. (1985) pour les monocytes humains : des cul-
tures de leucocytes sanguins de porcs enrichies en cellules
adhérentes sont maintenues en survie 3 jours a 37°C puis
traitées par I'IlFN de nouveau 3 jours a 37°C. L'IFN est alors
remplacé par du lipopolysaccharide (24 h a 37°C) puis les
surnageants des monocytes activés sont prélevés, cependant
que le contenu des celiules est récupéré par 3 cycles de
congelation-décongélation. L'Interleukine 1 (IL1) secrétée par
ies monocytes, et intracellulaire, est titrée par incorporation
de thymidine sur thymocytes de souris (Laverne et Charley,
article en préparation). Les résultats sont exprimés en coups
par minute (cpm) de thymidine tritiée incorporée.
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3. RESULTATS

3.1. ACTIVITE ANTIVIRALE DE L’IFN v
PORCIN VIS A VIS DU VIRUS GET

L'IFN~ porcin recombinant exerce une activité antivirale sur
des cellules rénales porcines infectées par le virus GET : lors-
que ces tapis cellulaires sont traités avec une dose de
5 x 104 unités/ml de rPolFN 4, elles deviennent résistantes &
I'infection par des doses virales inférieures ou égales a 103
unités formant plage (UFP) par puits de culture (figure 1).

FIGURE 1
ACTIVITE ANTIVIRALE DE L’IFNTy PORCIN RECOMBINANT
SUR CELLULES RENALES PORCINES PD5 INFECTEES
PAR LE VIRUS GET
variation du titre protecteur (logs de la plus haute dilution
protectrice) en fonction du titre infectieux du virus d’'épreuve
(logse unités formant plage par puits de culture)
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3.2. EFFET DE L’IFN PORCIN SUR
L’ACTIVITE CYTOTOXIQUE DES
LYMPHOCYTES

Le prétraitement de lymphocytes de porcs &gés de plus de
2 mois, par des doses d’IFNy recombinant supérieures ou
égales a 0,1 ug/mi (environ 103 unités/ml) (Tableau 1) pro-
vogue une stimulation significative de leur activite cytotoxi-
que. A la dose de 1 ug/ml (environ 104 unités/ml) V'IFN por-
¢in recombinant stimule aussi significativement I’activité cyto-
toxique (NK) de lymphocytes de porcelets 4gés de moins
d’une semaine (Tableau 2).

TABLEAU 1
EFFET DE L'IFNy PORCIN RECOMBINANT SUR L'ACTIVITE
CYTOTOXIQUE (NK) DE LYMPHOCYTES DE PORCS AGES
DE PLUS DE 2 MOIS

Y .
POIENT; (ng/mi) % CYTOTOXICITE
valeurs extrémes moyenne (n:=8)
0 49 - 97 78
10 5,2 - 152 10,5 (NS)
102 7,7 - 202 12,3 (p < 0,02)
102 8,7 - 185 12,9 (p < 0,001)
10 8 - 187 15 (p < 0,001)

TABLEAU 2
EFFET SUR L’IFNy PORCIN RECOMBINANT (1 ug/ml)
SUR L’ACTIVITE CYTOTOXIQUE (NK) DE LYMPHOCYTES
DE 9 PORCELETS AGES DE 4 A 8 JOURS

% DE CYTOTOXICITE
Témoins Traités

0 0,5
0 7.9
0 49
47 15,1
53 412 { < 0,01)
9 28,2

11 245

14,7 v 273

20,1 25,9

3.3. EFFET DE L’IFNTy PORCIN SUR
L’ACTIVATION DES MONOCYTES DE
PORC

Des monocytes sanguins de porcs maintenus en culture pen-
dant 6 jours puis incubés 1 nuit en présence de lipopolysac-
charide (LPS) ne produisent pas d’IL.1. De méme, I'incuba-
tion de ces monocytes avec I'lFNy seul est sans effet. Par
contre, le traitement de cultures de monocytes &gés de 3 jours
par diverses doses d’IFNvy pendant 3 jours, suivi de I'induc-
tion par le LPS, provoque la production intracellulaire et sur-
tout la secrétion d’une activité IL1 détectable dans les sur-
nageants de monocytes. Cette activité IL1 est induite par des
doses d'IFNy supérieures ou égales a 100 ng/ml (108 uni-
tés/ml (Figure 2).

FIGURE 2
EFFECT ACTIVATEUR DE L'IFNy PORCIN RECOMBINANT
SUR LA PRODUCTION D'INTERLEUKINE 1 (14)
PAR LES MONOCYTES SANGUINS PORCINS
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L’activité ILI est titrée par incorporation de thymidine tritiée (cpm)
sur thymocytes de souris. Cette activité dans les surnageants de
monocytes (courbe du haut) et dans les cellules elles-mémes (courbe
du bas) varie en fonction de la dose d’IFNy (en ng/ml)




4. DISCUSSION

Une bonne évaluation des roles biologiques de 'lFNy porcin
et, ultérieurement, de ses applications thérapeutiques
eventuelles, n'a été rendue possible que par I'obtention
récente de produit par des bactéries recombinantes. Les pre-
miers résultats obtenus nous indiquent que cet IFNy porcin
exerce un effet antiviral vis a vis de I'infection de cellules réna-
les porcines par le Coronavirus de la GET. De plus, comme
ce virus est également capable de se multiplier dans les
macrophages pulmonaires du porc (Laude et al., 1984), il est
intéressant de noter que I'IFNy porcin protége également ces
cellules de I'infection par le virus GET (Charley et al., article
soumis pour publication).

En plus de cet effet antiviral, nous montrons que I'lFNy por-
cin exerce des activités immunomodulatrices puisqu’il active
les fonctions cytotoxiques naturelles (NK) des lymphocytes
de porc et de porcelet et qu’il intervient comme premier signal
dans I'activation des monocytes sanguins de porc, cette acti-
vation étant ici mesurée par la production d’Interleukine 1.
Ces deux types d’activité (cytotoxique et macrophagique) sont
importanies a considérer car elles interviennent dans les
défenses naturelles, ou non spécifiques, des animaux a
I’égard des maladies infectieuses. Ces premiers résultats in
vitro ne constituent bien entendu que I'étape préalable a
P’étude plus poussée de I'IFN~. Cependant, si on se référe
aux résultats encourageants obtenus chez les bovins (Biele-
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feldt Ohmann et al., 1987), il sera important de chercher a
savoir si I'administration d’IFNvy & des périodes de la vie du
porc ou il est particuliérement vuinérable (période néonatale,
sevrage) permettra d’accroitre ses moyens de lutte anti-
infectieuse.
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