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Wptyw bydlecej laktoferyny
na aktywnosc leukocytow krwi obwodowej kurczat
— badania in vitro
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In vitro effect of bovine lactoferrin on the activity of chicken blood leukocytes

Summary

Lactoferrin (LF) is an iron-binding protein from the transferrin family, present in mucosal secretions,
granules of neutrophils and the serum of mammals. Many biological functions have been attributed
to lactoferrin, including immunomodulatory and anti-inflammatory properties. Its presence has not been
detected in poultry and its influence on their mechanisms of resistance has not been investigated.

The aim of present in vitro study was to investigate the influence of bovine lactoferrin on the activity
of chicken blood leukocytes. After isolation cells were cultured in complete RPMI — 1640 medium containing
0 (control), 2, 1, 0.5, 0.25 and 0.1 mg/ml of bovine LF, lymphocytes for 48 h and granulocytes for 18 h, respec-
tively. Then the effect of LF on the activity of phagocytes (RBA and PKA tests) and lymphocytes (MTT test)
was evaluated. The obtained results suggest that bovine lactoferrin has significant influence on the activity of
chicken leukocytes in vitro. The use of LF increased the ability of chicken granulocytes for respiratory burst,
however no stimulation of the killing activity was observed. Bovine lactoferrin also increased the proliferative
response of lymphocytes T stimulated by ConA, whereas a similar effect on lymphocytes B stimulated by LPS
was not noticed. The observed stimulation of the investigated parameters is encouraging for further research

concerning the possibility of the use of LF as immunostimulant in poultry husbandry.
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W wielkotowarowym chowie zwierzat gospodar-
skich od lat stosowane sa immunostymulatory, pozwa-
lajqce na zw1qkszenle odpornosm zw1erzqt na scho-
rzenia zakazne, jak rOwniez niwelujace immunosupre-
syjny wplyw stresu zwiazanego z intensywna hodow-
la. Na szczegdlna uwage zastuguja substancje pocho-
dzenia naturalnego, ze wzgledu na swa niska toksycz-
no$¢ oraz wysoki stopien zgodno$ci biologiczne;j i bio-
degradowalnosci, co czyni je bezpiecznymi zaro6wno
dla $rodowiska, jak i zdrowia ludzi 1 zwierzat, przy
czym najchgtniej sigga si¢ po te preparaty, ktore moz-
na poda¢ w najmniej inwazyjny sposob, czyli w pa-
szy. Jedna z takich substancji jest laktoferyna.

Laktoferyna (LF), glikoproteina z rodziny transfe-
ryn, obecna jest w mleku, narzadach, btonach surowi-
czych 1ich wydzielinach, a takze w drugorzedowych
ziarnisto$ciach granulocytéw obojetnochtonnych ssa-
koéw (1). Oprocz najwezesniej poznanej funkcji LF,
polegajacej na udziale w transporc1e zelaza, biatku
temu przypisuje si¢ rowniez dzialanie immunomodu-
lujace, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, anty-
wirusowe, antynowotworowe i1 wiele innych (2, 8).
Y ostatnich latach szczegoblne zainteresowanie budza

silne wlasciwosci immunotropowe LF. Wptywa ona
zarOwno na dojrzewanie komorek uktadu immuno-
logicznego, jak 1 reguluje humoralna 1 komorkowa
odpowiedz immunologiczng organizmu w procesach
zapalnych 1 infekcjach (1). Badania przeprowadzone
z uzyciem LF na modelowych gatunkach zwierzat la-
boratoryjnych, jak myszy, szczury i §winki morskie,
dowodza skutecznosci tego biatka we wzmaganiu od-
pornosci organizmu na powszechnie wystepujace czyn-
niki zakazne (16, 17). W praktyce hodowlane;j zas,
paszowa LF stosowano do tej pory z najwigkszym
powodzeniem w hodowli ryb. Mimo Ze biatko to nie
wystepuje w naturalny sposéb w organizmach zwie-
rzat zmiennocieplnych, uzyskano obiecujace wyniki
badan jej wptywu na uktad immunologiczny ryb. Mimo
nieobecnosci tego biatka 1 prawdopodobnie recepto-
row laktoferynowych na powierzchni ptasich komo-
rek, mozna domniemywac, ze podobnie, jak w przy-
padku ryb, bedzie ono oddziatywato korzystnie na
uktad immunologiczny ptakow.

Celem niniejszej pracy byta ocena wplywu bydlg-
cej laktoferyny, zastosowanej in vitro na aktywnos¢
leukocytow wyizolowanych z krwi obwodowej kur-
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czat. Wykazanie pozytywnego wpltywu LF na aktyw-
no$¢ leukocytow kurczat mogloby stanowi¢ uzasad-
nienie podjecia kolejnych badan in vivo, a w dalszej
perspektywie wprowadzenia nowego immunostymu-
latora paszowego w hodowli drobiu.

Materiat i metody

Material do badan stanowita krew pobrana od dzie-
sigciu klinicznie zdrowych, czterotygodniowych kogut-
kow brojlerow Ross-308. Krew otrzymano z Laboratorium
Doswiadczalnego Katedry Drobiarstwa w Batdach, nale-
zacego do Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsz-
tynie.

Z badanej krwi izolowano limfocyty przez wirowanie
w gradiencie z uzyciem preparatu Gradisol L (Aqua-Medi-
ca), za$ granulocyty z uzyciem preparatu Gradisol G (Aqua-
-Medica). Wyizolowane komorki hodowano w podtozu
RPMI-1640 (Sigma) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy
bydlecej (Sigma) i 1% antybiotyku (Antibiotic Antimyco-
tic Solution, Sigma), w temperaturze 40°C. Podloze do
hodowli komoérek zawierato, odpowiednio: 0 (kontrola), 0,1,
0,25, 0,5, 1,0 1 2,0 mg ml™ bydlgcej laktoferyny 90%
(Sigma). Granulocyty hodowano w podtozu z dodatkiem
preparatu przez 18 godzin, za$ limfocyty przez 48 godzin.

W celu oceny aktywnosci leukocytow stymulowanych
LF przeprowadzono badanie aktywnosci metaboliczne;j fa-
gocytow — Respiratory Burst Activity (RBA) na podstawie
wewnatrzkomorkowego wybuchu tlenowego po stymula-
cji PMA (Phorbol Myristate Acetate) metoda spektrofoto-
metryczna (OD 620 nm) wg Chung i Secombes (4), bada-
nie zdolnosci do wewnatrzkomorkowego zabijania bakte-
rii przez komorki zerne — Potential Killing Activity (PKA)
metoda spektrofotometryczna (OD 620 nm) wg Rook i wsp.
(14) oraz badanie odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow
stymulowanych mitogenami — ConA (konkanawalina A)
i LPS (lipopolisacharyd) (Sigma) przy pomocy metody
MTT (3-[4,5-dimethylthiazoly-2yl]-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide; 3-[4,5-dimetylo-2tiazolilo]-2,5-difenylo-2H-
-tetrazolinowy bromek), opisanej pierwotnie przez Moss-
manna (13). Wyniki testow RBA i PKA przedstawiono
w postaci Sredniej ggstosci optycznej (OD), zas testu MTT
w postaci indeksu stymulacji limfocytéw (SI), wg wzoru:

_ Srednia OD komorek stymulowanych mitogenem
srednia OD komorek niestymulowanych (kontrolnych)

Dane analizowano statystycznie przy uzyciu jednoczyn-
nikowej analizy wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic mig-
dzy grupami weryfikowano przy pomocy testu Bonferroni
przy p<0,05ip<0,01.

Wyniki i omowienie

Bialtka z rodziny transferyn, takie jak: transferyna,
owotransferyna, laktoferyna, melanotransferyna czy
wreszcie grupa biatek podobnych do transferyny, okres-
lanych mianem ,,transferrin-like”, stanowia niezwykle
istotny komponent odpornos$ci nieswoistej zwierzat,
tak kregowcow, jak bezkregowcow. Wigkszos¢ tych
biatek wykazuje dos¢ wysoki stopien homologii bu-
dowy, a trzej gtowni przedstawiciele: transferyna,
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owotransferyna i laktoferyna — zdolno$¢ wiazania jo-
now zelaza. Podobne sa rowniez mechanizmy ich wie-
lokierunkowego oddziatywania na organizm. W orga-
nizmie ptakow obecne s3 dwa bialka z tej rodziny —
surowicza transferyna i owotransferyna, laktoferyna
natomiast nie wystegpuje (11). W dostepnym pismien-
nictwie brak doniesien o wptywie LF na aktywno$¢
komoérek immunokompetentnych czy funkcjonowanie
uktadu immunologicznego ptakow. W niniejszym
opracowaniu podjgto zatem pierwsza probe okresle-
nia wplywu tego biatka na aktywno$¢ leukocytow krwi
obwodowej kurczat brojlerow.

Uzyta w doswiadczeniu bydlgca laktoferyna stymu-
lowata proliferacjg¢ limfocytow T pod wplywem kon-
kanawaliny A, przy czym skuteczne okazatly sig trzy
posrednie zastosowane st¢zenia biatka: 1, 0,5 1 0,25
mg/ml. Przy dawkach 0,5 1 0,25 mg/ml uzyskano wy-
soki, 50% wzrost indeksu stymulacji limfocytow T
(ryc. 1). Wyniki te czg$ciowo koresponduja z wynika-
mi wczesniejszych badan przeprowadzonych z uzy-
ciem limfocytow ssaczych i rybich. Wakabayashi i wsp.
(18) uzyskali pod wplywem LF stymulacj¢ odpowie-
dzi proliferacyjnej splenocytow swinek morskich sty-
mulowanych ConA, za§ Mazurier i wsp. (12) — ludz-
kich limfocytow T, po zastosowaniu fitohemaglutyni-
ny jako mitogenu. Uzyskany efekt autorzy ttumaczyli
interakcja LF z receptorami dla tego biatka na po-
wierzchni limfocytow. Jednak podobne wyniki badan
in vitro, przeprowadzonych przez Kamilya i wsp. (10)
na limfocytach ryb z gatunku Catla catla, stymulowa-
nych ConA, pozwalaja domniemywac o istnieniu od-
miennego mechanizmu oddziatywania LF, niezwiaza-
nego z obecnos$cia receptorow laktoferynowych na
powierzchni stymulowanych komoérek. W podobny
sposob LF moze oddziatywac na ptasie limfocyty. Nie-
bagatelne znaczenie maja z pewnoscia takze wiel-
kosci uzytych dawek biatka. W przypadku ludzkich
limfocytéw stymulacjg obserwowano juz po zastoso-
waniu bardzo niskiego stgzenia laktoferyny — 0,014
mg/ml, natomiast u ryb korzystne dziatanie LF obser-
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Ryc. 1. Wplyw laktoferyny na aktywno$¢ proliferacyjna lim-
focytéw kurczat stymulowanych Con A
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Ryec. 2. Wplyw laktoferyny na aktywnos¢ proliferacyjna lim-
focytow kurczat stymulowanych LPS

wowano tylko przy najwyzszym zastosowanym stgze-
niu — 0,1 mg/ml. W prezentowanych badaniach wtas-
nych skuteczne okazaty si¢ dawki jeszcze wyzsze. Przy
stezeniu 0,1 mg/ml obserwowano wprawdzie wzrost
indeksu stymulacji, jednak nie byt on statystycznie
istotny.

Laktoferyna uzyta w badaniach wtasnych nie sty-
mulowala natomiast aktywnos$ci proliferacyjnej lim-
focytow B poddanych dziataniu lipopolisacharydu
(ryc. 2). Uzyskany wynik w pewnym stopniu kores-
ponduje z wynikami badan przeprowadzonych przez
Dawes i wsp. (5), ktérzy wykazali wrgcz hamujacy
wplyw LF na proliferacj¢ limfocytow bydta stymulo-
wanych LPS in vitro. Zdaniem autoréw, uzyskany efekt
byt skutkiem taczenia si¢ LF z LPS. Laktoferyna wy-
kazuje wysokie powinowactwo do lipidu A, bgdacego
czescia sktadowa bakteryjnego LPS (3). Wiazac sig
z nim chroni organizm przed zbytnia aktywacja ukta-
du immunologicznego, a co za tym idzie — rozwojem
wstrzasu septycznego. Zatem LF zastosowana in vit-
ro, wiazac si¢ z LPS, skutecznie obniza jego mitogen-
ne dziatanie. Hipoteza ta nie znalazta jednak pelnego
potwierdzenia w badaniach wlasnych. Przy zadnej
z zastosowanych dawek LF nie zanotowano istotnego
spadku proliferacji limfocytéw w stosunku do komo-
rek kontrolnych.

W przeprowadzonych badaniach wtasnych okreslo-
no réwniez wptyw LF na aktywno$¢ heterofili krwi
obwodowej kurczat. Uzyskane wyniki wykazaty sty-
mulujacy wplyw tego biatka na aktywnos¢ metabolicz-
na fagocytéw. Nasilenie wewnatrzkomorkowego wy-
buchu tlenowego po stymulacji PMA wzrastato przy
wszystkich zastosowanych stezeniach LF, cho¢ staty-
stycznie istotny wzrost badanego parametru miat miej-
sce tylko przy dawkach 11 0,1 mg/ml (ryc. 3).

Badania przeprowadzone przez Gahr i wsp. (9) po-
twierdzaja korzystny wptyw LF na zdolno$¢ ludzkich
granulocytow do wybuchu tlenowego. LF powodowata
zwigkszenie produkcji rodnikéw tlenowych, a nasile-
nie wybuchu tlenowego byto wprost proporcjonalne
do uzytej koncentracji biatka i prawdopodobnie wyni-
kato z interakcji LF z receptorami na powierzchni gra-
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Ryc. 3. Aktywno$¢ metaboliczna fagocytéow krwi kurczat
(RBA) pod wplywem laktoferyny

Objasnienia: ** — roznica statystycznie istotna przy p < 0,01
w stosunku do kontroli

nulocytow. Najsilniejsza stymulacj¢ badanego para-
metru autorzy uzyskali przy dawce LF 0,5 mg/ml. Po-
dobne wyniki badan uzyskano takze u takich gatun-
koéw ryb, jak pstrag teczowy, Catla catla czy dorada
(7,10, 15), przy czym wysokos¢ skutecznej dawki LF
zalezala od badanego gatunku i wahata si¢ od 10 pg/ml
do 1 mg/ml. Analogicznie, jak w przypadku limfocy-
tow, efektu dziatania LF w tym przypadku nie da si¢
wyjasni¢ oddziatywaniem biatka na jego receptor ko-
morkowy.

Nie uzyskano natomiast w badaniach wlasnych sty-
mulacji fagocytow w zakresie ich zdolnosci do we-
wnatrzkomorkowego zabijania bakterii (ryc. 4), cho¢
wyniki badan innych autoréw wskazuja, ze LF wywiera
pozytywny wptyw na ten parametr odpornosci. Zasto-
sowanie LF powodowato zwykle znaczacy wzrost
zdolnosci do zabijania drobnoustroju przez komorki
fagocytujace in vitro 1 szybkie usuwanie patogenu
z zakazonego eksperymentalnie organizmu, in vivo (18-
-21). Z drugiej strony, pojawiaja si¢ jednak rowniez
doniesienia o braku wplywu LF na zdolnosci fagocy-
tarne komorek. Gahr 1 wsp. (9) wykazali np., ze inku-
bacja z LF w dawkach 0,05-0,7 mg/ml, nie wptywa na
zabijanie Staphylococcus aureus przez ludzkie neu-
trofile i monocyty. Rowniez w badaniach przeprowa-
dzonych przez Diarra i wsp. (6) u bydta LF nie wpty-

0,49
0,12

0,45 0,45 0,45
+0,08

0,44
0,03

(=)
w

0,07 0.40 40,02

+0,06

<
~

)
~

Gestosc¢ optyczna (OD 620 nm)
o
w

&
i

0
PKA

M Kontrola ®LF2mg/ml i LF1mg/ml M LFO,5mg/ml W LF0,25mg/ml & LFO,1mg/ml

Ryc. 4. Wewnatrzkomérkowa aktywno$¢ bojcza fagocytow
krwi kurczat (PKA) pod wplywem laktoferyny
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wata na fagocytozg i zdolno$¢ zabijania bakterii przez
neutrofile. Niezgodnosci te wynika¢ moga z zastoso-

wania roznych dawek LF, jak réwniez réznic gatun-
kowych migdzy badanymi zwierzg¢tami.

Reasumujac, uzyskane wyniki badan wskazuja na
zdolno$¢ bydlecej laktoferyny do stymulowania aktyw-
nosci limfocytow i granulocytow kurczat in vitro, cho¢
dla potwierdzenia skuteczno$ci dziatania LF na ko-
morki immunokompetentne ptakéw konieczne byto-
by przeprowadzenie do§wiadczen zakrojonych na szer-
sza skale. Biorac jednak pod uwagg fakt pozytywnych
skutkéw stosowania LF jako immunostymulatora
w hodowli ryb, u ktorych to biatko rowniez nie wystg-
puje w warunkach fizjologicznych, z duza ostroznos-
cia przedstawione wyniki badan mozna uzna¢ za za-
chete do przeprowadzenia kontrolowanych badan kli-
nicznych nad zastosowaniem tego biatka jako dodat-
ku paszowego w hodowli kurczat, zwtaszcza narazo-
nych na wieloczynnikowy stres hodowlany.
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