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Expresion del ARNm de la IL-2 en bazos de
pollos vacunados contra el virus de la
influenza aviar

IL-2 mRNA expression in spleens of chickens inoculated
with avian influenza virus vaccine

Elizabeth Loza Rubio?.d, Fernando Esquivel Guadarrama®, Juan Mercado Solis®, Lourdes
Gutiérrez Xicotencatl®, Victor Manuel Banda Ruiz?, Antonio Verdugo Rodriguezd

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue estandarizar un ensayo de Transcripcion reversa en cadena de la polimerasa (RT/PCR) para
detectar la presencia de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la Interleucina 2 (IL-2), con la finalidad de determinar su
expresion en linfocitos de pollos inmunizados con una vacuna inactivada experimental contra influenza aviar (IA), la vacuna
inactivada experimental contra IA adicionada con proteina N recombinante del virus de la rabia (N-Bac) y una vacuna comercial.
Para la estandarizacién, se obtuvieron linfocitos de pollos que fueron cultivados a 1 x 106 y 1 x 107 células/ml en presencia de
Concanavalina A (Con-A) a una concentracién de 5, 10 y 30 mg/ml, durante 5, 24 y 48 h. Se extrajo el ARN de los linfocitos
y se sintetizo el acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) utilizando oligo(dT). Para llevar a cabo el PCR se disefiaron
cebadores especificos dentro de la secuencia del gen de la IL-2 de pollo. Se determiné que 10 mg de Con-A durante 24 h y una
concentracion celular de 1 x 107 mostraron los mejores resultados con respecto a los niveles de ARNm para IL-2 entre los
linfocitos activados y los controles (linfocitos sin activar). Como gen constitutivo se empled la B-actina. La cinética de expresién
se realizé en linfocitos obtenidos a los dias 0, 1, 4 y 10 posvacunacion. El grupo control fueron linfocitos de pollos no vacunados.
Se establecié que las vacunas contra IA incrementaron la expresion de la IL-2 en pollos, en comparacion de los controles. Se
concluye que el RT/PCR puede ser empleado para analizar la expresion de la IL-2 de pollo.

PALABRAS CLAVE: IL-2 pollo, RT/PCR, Influenza aviar, Virus de rabia, Proteina N, Proteina recombinante.

ABSTRACT

The aim of this study was to standardize a Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT/PCR) assay to detect IL-2 mRNA
in lymphocytes from chickens inoculated with an experimental avian influenza vaccine, an experimental avian influenza vaccine
added with rabies virus N recombinant protein, and a commercial influenza vaccine. For standardization, chicken lymphocytes
were obtained in different quantities (1 x 106, 1 x 107 cells/ml), and activated by means of Concanavalin A (Con A) at 5, 10
and 30 mg/ml for 5, 24 and 48 h. RNA was extracted from lymphocytes and ¢cDNA using oligo (dT) was synthesized. Primers
to amplify avian IL-2 were designed from consensus sequences obtained from the GeneBank database. It was determined that
10 mg of Con-A added to 1 x 107 cells for 24 h showed the best results to differentiate activated lymphocytes from non-activated
cells (control). B-actin was used as constitutive gene. A kinetic expression analysis was performed using lymphocytes obtained
at 0, 1, 4 and 10 d post-vaccination. Cells coming from non-vaccinated chickens were used as control. It was established that
avian influenza vaccines increased the ratio expression of avian IL-2 when compared to the control group. It can be concluded
that RT/PCR may be used to analyze avian IL-2 expression.

KEY WORDS: Avian IL-2, RT/PCR, Avian influenza vaccines, Rabies virus, N protein, Recombinant protein.
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INTRODUCCION

En las aves han sido caracterizadas a nivel molecular
ocho citocinas: el interferén tipo I(D) y I1(2), el
factor de crecimiento mielomonocitico (myelomono-
cytic growth factor-MGF)®), el factor transformante
del crecimiento-b (transforming growth factor-TGF-
B)4), la IL-6, la interleucina I-f(), el IFNy y la
IL-2(6,7). Los principales problemas para clonar
citocinas en esta especie han sido que salvo
excepciones, las citocinas de mamiferos
generalmente no tienen efecto en los bioensayos de
aves(®.9). De hecho ninguna interleucina de la rama
Th2 (IL-4, IL-5 6 IL-10) ha sido clonada(10). Otro
de los problemas, ain en especies diferentes a las
aves, es la degradacion del 4cido ribonucleico
(ARN), lo cual puede ocurrir durante la
manipulacion de las muestras(!D); a pesar de ello
la deteccion de ARN mensajero (ARNm) es un
método alterno para demostrar la induccion de estos
mediadores(12). Existen varias técnicas para medir
esta expresion como el Northern blot, el ensayo de
proteccion de Rnasa, la hibridacion in situ y la
transcripcion reversa previa a la reaccion en cadena
de la polimerasa (RT/PCR).

La IL-2 es un poderoso factor de crecimiento para
una variedad de células y juega un papel clave en
la diferenciaciéon y desarrollo de células T y la
activacion de células NK, ademads de ser un potente
inmunomodulador. La IL.-2 de pollo tiene funciones
similares in vivo e in vitro, e incrementa la
proliferacion de células T y la citotoxicidad
espontanea(13,14),

Ante la imposibilidad de realizar un ensayo
biolégico para la identificacion de la IL-2 , como
el uso de células indicadoras murinas CTLL-2
(IL-2 dependent T cell), que presenta barrera
interespecie(15:16) el RT/PCR ha llegado a ser
una poderosa herramienta para el estudio de la
expresion de genes en tejidos mamiferos y también
ha sido exitosamente usada para detectar la
expresion de citocinas en diferentes especies
animales(17,18,19),

Se ha mencionado a la proteina N del virus de la
rabia como inmunomodulador, pues su presencia
aumenta la proteccion inducida por las vacunas
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INTRODUCTION

Eight cytokines at the molecular level have been
characterized in poultry: Interferon types I(1) and
11(2), myelomonocytic growth factor-MGF®),
transforming growth factor-TGF-B(#), interleukin
I-B IL-60), IFNy and IL-2(6.7). The main problems
when cloning cytokines in poultry is that mammal
cytokines in general don’t produce any responses
in poultry bioassays(8.9). In fact no Th2 (IL-4, IL-
5 or IL-10) interleukin has been cloned(10). Another
problem, even in other species, is RNA degradation
which can happen when samples are being
manipulated(11). Because of this, mRNA detection
is an alternative method to demonstrate modulator
induction(12). Several techniques to characterize this
expression have been developed, such as Northern
Blot, RNAase protection assay, in situ hybridization,
and Reverse Transcriptase/Polymerase Chain
Reaction (RT/PCR).

IL-2 is a powerful growth factor for a wide variety
of cells and plays a key role in T-cell differentiation
and development and NK cell activator besides being
a powerful immunomodulator. Chicken IL-2
develops similar functions in vivo and in vitro and
increases proliferation of T Cells and spontaneous
cytotoxicity(13,14),

In view of the impossibility of performing a bioassay
to identify IL-2, such as murine indicator cell
CTLL-2 (IL-2 dependent T cell), which presents
an insurmountable species barrier(15,16) Reverse
Transcriptase/Polymerase Chain Reaction (RT/PCR)
has become a powerful tool for gene expression
characterization in mammalian tissues and also have
been used with success to detect cytokine
expression in several animal species(17,18,19),

Rabies virus N recombinant protein has been
mentioned as an immunomodulator, because its
presence increases protection induced by the
antirabies vaccine(20,21,22) In vaccines containing
non-homologous virus, when N protein is added to
a human influenza vaccine, antibody development
was promoted and immunological memory was
induced in mice(?3). In veterinary medicine this
characteristic has been tested in avian influenza
vaccine (AI) in chickens(24) and in bovine cattle
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antirrdbicas(20,21,22) En vacunas que contienen
virus no homologos, la proteina N al ser adicionada
a una vacuna de influenza humana indujo la
promocién de anticuerpos y el establecimiento de
memoria inmunoldgica en ratones(23). En el campo
veterinario esta caracteristica se ha probado en
vacunas de influenza aviar (IA), en pollos4), y en
parainfluenza 3 bovina (PI-3)(25). Esta propiedad
se ha relacionado a que la proteina N es un
superantigeno (SAg) que posee la particularidad

con respecto a otros de ser un mitégeno débil in
vitro(23,26),

El objetivo de este estudio fue el de estandarizar
un ensayo de RT/PCR para detectar la presencia
de ARNm de la Interleucina 2 (IL-2), para
posteriormente analizar la cinética de expresion
obtenida a partir de linfocitos de pollos inmunizados
con una vacuna inactivada experimental contra
IA(4), 1a vacuna experimental contra IA adicionada
con proteina N recombinante (N-Bac) del virus de
la rabia y una vacuna comercial.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron huevos embrionados, libres de
patdgenos especificos (SPF) en la empresa Aves
libres de patogenos especificos (ALPES), Tehuacan,
Puebla, México, que se incubaron hasta el
nacimiento. Las aves fueron mantenidas con
alimento comercial y agua ad libitum, se alojaron
en jaulas convencionales con calefaccion local, en
unidades de aislamiento que contaban con sistema
de filtraciéon con presion negativa, filtros absolutos
y una cortina de luz ultravioleta a la salida del
aire.

Para estandarizar el ensayo de RT/PCR, se
obtuvieron bazos de pollos SPF de seis semanas de
edad en condiciones asépticas, se pasaron a través
de una criba de acero inoxidable, empleando para
ello una soluciéon de Hank (In Vitro, México D.F.).
Posterior a ello, las células esplécnicas se separaron
usando Nycoprep 1.077 (Nycomed Pharmaas,
Norway). Las células fueron lavadas dos veces y
resuspendidas en medio RPMI 1640 (In Vitro,
México D.F.), adicionado con 10 % de suero fetal
bovino y antibidticos (estreptomicina 100 pg y
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parainfluenza 3 (PI-3)(25). This property has been
related to the fact that N protein is a superantigen
(Sag) having in vitro weak mitogen properties when
compared to others(23,26),

The aim of this study was to standardize a Reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT/PCR)
assay to detect IL-2 mRNA, and subsequently
analyze expression kinetics in lymphocites of
chickens immunized with an experimental
inactivated Al vaccine(?4), the same vaccine added
with rabies virus N recombinant protein (N-Bac)
and an Al commercial vaccine.

MATERIALS AND METHODS

Fertile eggs free of specific pathogens were obtained
from the ALPES! company and incubated. Birds
were fed with commercial feed and provided with
water ad libitum, kept in conventional cages with
room heating, in special isolation units provided
with negative pressure filtration, absolute filters
and an ultraviolet curtain at the air exit.

To standardize the assay, spleens of six week old
SPF chickens obtained in aseptic conditions, sieved
through stainless steel with a Hank solution (In
Vitro, Mexico DF) were employed. Afterwards,
spleenic cells were separated by means of Nycoprep
1.077 (Nycomed Pharmas, Norway) and lixiviated
twice and resuspended in a RPMI 1640 media (In
Vitro, Mexico DF), added with 10 % bovine feetal
serum and antibiotics (Streptomycin 100 pg and
Penicillin 100 IU/ml). For assay standardization 1
x 10 and 1 x 107 cell/ml concentrations of RPMI
1640 media and activated by means Concanavalin-A
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) at 5,
10 and 30 ug/ml for 5, 24 and 48 h respectively
were used. Non-stimulated chicken cells were used
for control. Spleenocites were collected through
centrifugation and frozen at -70 °C until needed.

To analyze IL-2 expression in immunized animals
with an experimental inactivated Al vaccine(24),
the same vaccine added with 20 ug of rabies virus
N recombinant protein expressed through
baculovirus expression (N-Bac) and an Al
commercial vaccine (inactivated and emulsified),
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penicilina 100 Ul/ml). Para la estandarizacion de
la prueba se usaron concentraciones de 1 x 106 y
1 x 107 células/ml de medio RPMI 1640 que fueron
activadas con 5, 10 y 30 ug de Concanavalina-A
(Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA), durante
5, 24 y 48 h respectivamente. Como testigo se
usaron células de pollos sin estimular. Los
esplenocitos se colectaron por centrifugaciéon y se
congelaron a -70 °C hasta su uso.

Para analizar la expresion de la IL-2 manifestada
por animales inmunizados con una vacuna
experimental inactivada de IA(24), la vacuna
experimental adicionada con 20 pg de proteina N
del virus de la rabia expresada por un sistema de
expresion en baculovirus (N-Bac) y una vacuna
comercial (inactivada y emulsionada) contra IA.
De cada una de las vacunas se administraron 0.5
ml, via subcutidnea en el cuello a tres pollos de
ocho dias de edad, sus bazos se extrajeron a los
dias 0, 1, 4 y 10 posvacunacién, y se procesaron
de la manera descrita anteriormente.

El ARN total se extrajo a partir de las células
congeladas utilizando el método del TRIzol (Gibco
BRL, NY, USA), segin el protocolo del laboratorio
productor. ElI ARN se cuantific6 en un
espectrofotometro (Genequant II, Pharmacia, NJ,
USA) y se almacen6 a -70 °C.

El ADN complementario (ADNc) fue obtenido
agregando 2 ug de ARN a un volumen total de 20
ul de reaccion que contenia 0.5 mM de oligo (dT)
(Gibco, BRL, NY, USA), 3 mM de MgCL,, 10
mM de cada ANTP, 40 U de RNAsin (Promega,
Wi, USA) y 200 unidades de M-MLV transcriptasa
reversa (Gibco, BRL, NY, USA). La mezcla fue
incubada a 37 °C durante 1 h, calentada a 95 °C
durante 10 min, y conservada a -20 °C hasta que
se realiz6 el PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa se llevé a
cabo agregando 2 ul de ADNc a una mezcla que
contenia 10 mM de Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM de
KCl, 1.5 mM de MgCl,, 0.001 % de gelatina, 0.2
mM de una mezcla de dNTP. Los iniciadores se
agregaron a razon de 0.15 uM de cada uno. Como
gen constitutivo se utiliz6 P-actina de pollo.
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0.5 ml of each vaccine was applied subcutaneously
in the neck to three 8 d old chickens and their
spleens extracted 0, 1, 4 and 10 d post-vaccination
and processed as described.

All of the RNA was extracted from the frozen
cells by means of the TRIzol method (Gibco, BRL,
NY, USA) in accordance with the manufacturing
laboratory’s protocol. RNA was quantified with a
spectrophotometer (Genequant II, Pharmacia, NJ,
USA) and stored at -70 °C.

Complementary DNA (cDNA) was obtained by
adding 2 ug of RNA to a 20 ul solution containing
0.5 mM oligo (dT) (Gibco, BRL, NY, USA), 3mM
MgCl,, 10 mM of each dANTP, RNAsin 40 U
(Promega, WI, USA) and M-MLV reverse
transcriptase (Gibco, BRL, NY, USA) 200
units. This blend was incubated at 37 °C for 1 h,
heated to 95 °C for 10 min and stored at -20 °C
until polymerase chain reaction (PCR).

PCR was performed adding 2ul cDNA to a solution
containing 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM
KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.001 % gelatin, 0.2 mM of
a dTTP mixture. Primers were added at a 0.15 uM
rate each. Chicken [-actin was used as constitutive
gene.

All tests were performed with the following
program: 92 °C 75 sec one cycle; 92 °C 45 sec,
50 °C 60 sec, 72 °C 60 sec 30 cycles with 72 °C
7 min final extension. PCR products were visualized
in a 6 % polyacrylamide gel, and stained with
ethidium bromide (0.5 ug/ml).

Primer sequence can be seen in Table 1. GeneBank
access number in is AJ224516. Expected product
length for IL-2 were of a 331 base pairs (bp) for
the first primer pair and 469 bp for the second,
while the size for B-actin was 569 bp.

To quantify the level of each one of the PCR
products, gels were photographed with an Edas
120 camera (Kodak, NY, USA). Band intensity
was analyzed by means of the National Institute of
Health (NIH) program. mRNA relative expression
levels in each sample were compared through band
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Todas las reacciones se llevaron a cabo usando el
siguiente programa: 92 °C 75 seg un ciclo; 92 °C
45 seg, 50 °C 60 seg, 72 °C 60 seg 30 ciclos, con
una extension final a 72 °C 7 min. Los productos
de PCR se visualizaron en geles de poliacrilamida
al 6 %, los cuales se tifieron con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml).

Las secuencias de los iniciadores empleados pueden
verse en el Cuadro 1. El nimero de acceso en el
banco de genes (GeneBank) es el AJ224516. Los
productos esperados para la IL-2 eran de 331 pares
de bases (pb) para el primer par de iniciadores
y 469 pb para el segundo, mientras que para la
B-actina el tamafo del producto era de 569 pb.

Para cuantificar el nivel de cada uno de los
productos de PCR, los geles se fotografiaron con
una camara Edas 120 (Kodak, NY, USA). La
intensidad de las bandas fueron analizadas mediante
el programa del National Institute of Health (NIH).
Para comparar los niveles de expresion relativa del
ARNm de cada una de las muestras, los valores se
presentan como el radio de la intensidad de la
banda del producto de PCR de la citocina sobre el
producto de PCR del gen constitutivo (3-actina).

RESULTADOS

En el transcurso de este estudio se estandarizaron
las condiciones para llevar a cabo la deteccion de
ARNm, tanto de la P-actina empleada como gen
constitutivo, asi como la de la IL-2. Después de
haber ensayado en repetidas ocasiones diferentes
condiciones y temperaturas para la estandarizacion
del RT/PCR para ambas moléculas, las condiciones
y el programa que produjo los mejores resultados
aparecen en la seccion de Materiales y métodos.

En la Figura 1 se observa la deteccion de la
expresion del ARNm de la (-actina de pollo
obtenida de linfocitos activados con 10 ug/ml de
Concanavalina durante 24 h; se utilizaron
marcadores de peso molecular de 100 pb y de bajo
peso molecular (LML) (Gibco BRL, NY, USA).
El producto de amplificacion fue corrido en un gel
de acrilamida al 6 % y fue tefiido con bromuro de
etidio.
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intensity radius of each cytokine PCR on the
constitutive gene (B-actin) PCR product.

RESULTS

In the course of this study, conditions to detect
mRNA were standardized, both for B-actin, used
as constitutive gene, and IL-2. After having tested
repeatedly diverse conditions and temperatures for
RT/PCR standardization for both molecules,
conditions and the program which produced the
best results have been described in Materials and
methods.

In Figure 1, mRNA expression detection of chicken
B-actin obtained from lymphocytes activated with
10 pg/ml Concanavalin for 24 h is shown. Markers
of 100 bp and low molecular weight (LML) (Gibco,
BRL, NY, USA) were used. Amplification products
were run in a 6 % polyacrylamide gel and stained
with ethidium bromide.

To standardize the program’s optimum conditions
three different line-up temperatures were tested,
45, 50 and 55 °C, 50 °C being the one that
produced better responses respect of mRNA levels
for IL-2 for activated and non-activated lymphocytes
(Figure 2), while 1 x 107 cells/ml was the cell
concentration which best showed this difference.

Cuadro 1. Secuencia de los iniciadores utilizados para
establecer el ensayo de RT/PCR para detectar los genes
de la IL-2 y la B-actina de pollo

Table 1. Primer sequence used to establish a RT/PCR
assay to detect IL-2 and chicken (-actin genes

Product
Cytokines 5-3’ sequence size (bp)
-2 (+) atg atg tgc aaa gta ctg atc 331
IL-2 (-) gat tta gac ccg taa gac tc c
IL-2 (+) agt gtt acc tgg gag aag t 469
IL-2 (-) tta ccg aca aag tga gaa tc
B-actina (+) ctg gtc gta cca ctg gta ttg 569
B-actina (-) cag gtg gcg caa tga tct tg

RT/PCR= Reverse transcriptase/polymerase chain
reaction

bp= base pairs.
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Figura 1. Deteccion de la expresion del ARNm de la
[B-actina de pollo obtenida de linfocitos activados con 10
mg/ml de Concanavalina-A, durante 24 h

Figure 1.Detection of mRNA expression from chicken
[B-actin obtained from lymphocytes activated with 10 ug
of Concavaline-A for 24 h

Lanes
1 2

3

e

800 pb == —!
L )

._-I—-d'
400pb — e

o

569 pb

==

Lane 1: low molecular weight markers; lane 2: 100 bp
markers; lane 3: f-actin.

Para estandarizar las condiciones Optimas del
programa se probaron tres diferentes temperaturas
de alineacion: 45, 50 y 55 °C, de ellas, la
temperatura que se adoptd fue la de 50 °C, ya que
fue la que mejores resultados manifest con respecto
a los niveles de ARNm para IL-2 entre los linfocitos
sin activar y los activados con 10 ug/ml de Con-A
durante 24 h (Figura 2). De igual manera la
concentracion celular que mostr6 mejor esta
diferencia fue la de 1 x 107.

Una vez establecidas las condiciones idoneas para
el RT/PCR, se procedid a extraer ARN de linfocitos
congelados a -70 °C, que provenian de tres
animales de grupos que incluyeron la vacuna
experimental, la vacuna experimental contra IA
adicionada con 20 pg de N-Bac, la vacuna comercial
y el grupo control inoculado con liquido alantoideo
sin infectar (LASI). En la Figura 3 se observan los
niveles de expresion relativa del ARNm de cada
una de las muestras tomadas a los dias 0, 1, 4y
10 postvacunacién v de los pollos inmunizados con
los diferentes tratamientos, asi como de células de
animales sin vacunar y sin activar in vitro (control
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Figura 2. Expresion del ARNm de un fragmento del gen
de la IL-2 de pollo

Figure 2. mRNA expression of a chicken IL-2 gene
fragment

Lanes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

L ]

L
Lane 1: low molecular weight markers; lanes 2, 5 y 8:
PCR products obtained from lymphocytes not activated
with Con-A; lanes 3, 6 y 9: PCR products obtained from

chicken lymphocytes activated with Con-A 10; lanes 4, 7
y 10: water.

500 pb
400 pb

Once the most suitable conditions for RT/PCR were
set, RNA from the frozen lymphocytes was
extracted, and which came from three animals
belonging to groups who were inoculated with the
experimental vaccine, the experimental vaccine
added with 20 pug N-Bac, a commercial vaccine
and control which was inoculated with uninfected
alantoid liquid (UAL). In Figure 3 mRNA relative
expression levels of each sample taken at 0, 1, 4
and 10 days after vaccination can be seen as well
of chickens immunized with different treatments
and in vitro non-activated cells from non-vaccinated
animals (negative control) and from lymphocytes
activated with 10pug Con-A (positive control).
mRNA relative expression levels of each sample
were expressed as an intensity radius of the IL-2
RT/PCR product band on the B-actin RT/PCR
product. As can be seen, both AI vaccines,
experimental and commercial, increased IL-2
expression level when compared to control, reaching
its highest level on d 4 post-vaccination, with similar
values on d 10 post-vaccination. IL-2 expression
for Al vaccine added with N-Bac was lower in d
1 when compared to the other treatments’
performance. On d 4 and 10 post-vaccination
expression radius reached similar levels, however
it always was smaller when measured.

DISCUSSION

Standardization of the RT/PCR assay was imperative
in the present study, to be able to analyze chicken
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negativo), y de linfocitos activados con 10 pg de
Con-A (control positivo). Los niveles de expresion
relativa del ARNm de cada una de las muestras se
representaron como el radio de la intensidad de la
banda del producto del RT/PCR de la IL-2 sobre
el producto del RT/PCR de la B-actina. Como
puede observarse, las vacunas contra IA tanto
experimental como comercial incrementaron los
niveles de expresion de la IL-2 en comparacion
con el testigo, llegando a su maximo al dia 4
postvacunacion, manteniéndose similares al dia 10
postvacunacion. La expresion de la IL-2 de la
vacuna contra IA adicionada con la N-Bac fue
menor el dia 1 en comparacién con el
comportamiento de los otros tratamientos; al dia 4
y 10 el radio de expresion se incrementd a niveles
similares, sin embargo en las mediciones realizadas
siempre fue menor.

DISCUSION

En la presente investigacion fue necesario
estandarizar el ensayo de RT/PCR, con el propdsito
de analizar la cinética de expresion de la IL-2 de
pollo inducida por tres diferentes productos, que
incluian una vacuna experimental de IA adicionada
con una proteina N del virus de la rabia, asi como
con la vacuna experimental sola y una vacuna
comercial contra esta enfermedad, pues siendo la
proteina N un SAg se pensé que podria promover
la expresion en altas cantidades de esta molécula,
pues al menos los SAg’s bacterianos producen una
elevada secrecion de IL-2 en humanos y en
ratones(27.28). No obstante, Astoul er al.(23)
mencionan que el SAg de rabia no induce cantidades
elevadas de IL-2, por ser un mitdgeno débil, ademas
de probar que posee una acciéon adyuvante en
ratones cuando fue adicionado a una vacuna contra
la influenza humana; en el campo veterinario se ha
comprobado que esta accion inmunoestimulante se
presenta en hamsters vacunados contra el virus de
parainfluenza 3 bovina promoviendo una temprana
respuesta humoral(25). En pollos, aunque los niveles
de anticuerpos no fueron elevados (media
geométrica de cinco unidades inhibidoras de la
hemaglutinacion antes del desafio), la adicion de
proteina N a una vacuna experimental de IA
incrementé mas de un 20 % la proteccion, en
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Figura 3. Cinética de expresion del ARNm derivada de
linfocitos de pollos vacunados con los tratamientos citados*

Figure 3. Expression kinetics of mRNA derived from
lymphocytes of chickens vaccinated with diverse
treatments*

|IEAIV OEAIV+20megN-Bac BATV comercial O Control
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IL-2/B-actin Radius
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* Lymphocytes were isolated on days 0, 1, 4 y 10 after
vaccination from three different animals. Positive controls
were lymphocytes activated with 10 mg/ml of Con-A for
24 h.

EAIV = Experimental avian influenza vaccine.
AIV = Avian influenza vaccine.

IL-2 kinetic expression induced by three different
products, an experimental Al vaccine, the same
vaccine added with rabies virus N protein and a
commercial Al vaccine. Being the N protein a SAg,
a probability existed of it being able to promote a
high expression of this molecule, because bacterial
SAgs encourage a high IL-2 secretion in humans
and rats(27.28). However, Astoul et al(23) mention
that the rabies SAg doesn’t induce high IL-2
amounts, owing to the fact of being a weak mitogen
and also because it presents a support function in
mice when added to a human influenza vaccine. In
veterinary medicine, this immunostimulant function
has been found in hamsters inoculated against human
parainfluenza 3 virus promoting an early humoral
response(25). In chickens, even though antibody
levels weren’t high (the geometric average? of five
ha@moaglutination inhibitor units before challenge),
when N protein was added to an Al experimental
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comparacion con la vacuna a la que no se le agreg6
la proteina N(24),

En el desarrollo de este estudio pudo observarse
que el nimero de células es critico para poder
amplificar la expresion, ya que al tratar de utilizar
tratamientos donde s6lo se habian obtenido un millén
de células por vial, la amplificacién no fue eficiente,
ya que en ciertos ensayos ésta se lograba y en
otros no. Varias publicaciones emplean diferente
nimero de células para sus ensayos; Kramnik er
al.29) utilizan dos millones de linfocitos de rata
por ml; Thiagarajan er al.(30) mencionan que
compararon tres diferentes densidades de células y
que para su prop6sito de producir IL-2 in vitro
detectada en sobrenadantes mediante radioactividad,
un millén de células produce indices de estimulacion
més altas que al usar 5 y 10 millones de células
por ml.; Murphy et al.3D) usan 1 x 100 esplenocitos
para detectar IL-10 en ratones inoculados con
Schistosoma mansoni, pero refieren que no siempre
es posible cuantificar la cantidad de ARN obtenido
de un pequefio nimero de células, lo cual concuerda
con lo observado en este estudio, ya que para
poder estandarizar la RT/PCR se tuvieron resultados
mas consistentes cuando se emplearon 1 x 107
células, que cuando se usaron 1 x 106 (datos no
mostrados). Otros investigadores(32) concuerdan con
este estudio, al emplear diez millones de células
por ml para usar su ARNm en un estudio de
Northern blot para caracterizar molecularmente
IL-2 de pollo.

En este estudio fue necesario probar dos diferentes
pares de oligonucledtidos para lograr detectar la
expresion del ARNm de la IL-2; esto se debid a
que el producto esperado del primer par debia
producir un producto de 331 pb, y el producto
aparecia en 368 pb. Al analizar la secuencia de
estos iniciadores se observd que las cuatro ultimas
bases eran complementarias, por lo que se atribuyd
a este hecho la discordancia entre el producto
obtenido y el esperado, por este motivo durante el
desarrollo del proyecto se decidié ensayar con otros
iniciadores, con los que se logr6 detectar la
expresion de la IL-2 de pollo. Cabe mencionar que
fue necesario estandarizar todas las condiciones
para lograr desarrollar esta técnica en pollos, pues
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vaccine, protection increased more than 20 %,
compared to a vaccine to which no N protein was
added®4),

Throughout this study it was seen that the amount
of cells is critical for expression amplification,
because when trying to use treatments in which
only 1 x 100 cells per phial had been obtained,
amplification was not efficient, because in some
instances it was positive and not in others. Several
authors use different amounts of cells for their
tests; Kramnik et al.(29) use 2 x 109 mice
lymphocytes/ml; Thiaragan et al.(30) mention that
when three different cell densities were compared
to produce in vitro IL-2 detected in overflows
through radioactivity, 1 x 100 cells/ml generated
higher stimulation indexes than 5 x 100 or 1 x 107
cells/ml; Murphy et al.31) used 1 x 106
spleenocytes to detect IL-10 in mice inoculated
with Schistoma mansoni, but mention that it was
not always possible to quantify the RNA amount
obtained from a small amount of cells, which is in
accordance with what was observed in the present
study, for to be able to characterize RT/PCR, more
consistent results were obtained when 1 x 107 cells/
ml were used (data not shown). Other authors(32)
concur with the present study, using 1 x 107 cells/
ml to use their nRNA in a Northern blot study to
characterize molecularly chicken IL-2.

In the present study it was necessary to probe two
different oligonucleotide pairs to be able to detect
IL-2 mRNA expression. This was due to the fact
that the expected product of the first pair should be
of 331 bp but the one obtained was of 368 bp.
When these primers’ sequence was analyzed, it
was seen that the last four bases were
complementary, and therefore the difference
between the products obtained and expected was
attributed to this fact. Owing to this, other primers
were tried, with which it was also possible to detect
chicken IL-2 expression. It should be mentioned
that it was necessary to standardize every condition
to be able to develop this technique for chickens,
because no publications were found which described
a viable procedure. Because several publications
mentioned lymphocyte activation in other species
with diverse Con-A concentrations(30.33.34); three
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no se encontrd ninguna publicacion que hasta ese
momento la hubiese mencionado para el propoésito
aqui planteado.

Dado que existian publicaciones donde la activacién
de linfocitos de otras especies se realizaba a
diferentes concentraciones de Con-A(30,33,34). ep
este estudio se probaron tres diferentes
concentraciones (5, 10 y 30 ug ) obteniendo mejores
resultados al usar 10 ug de Con-A, lo cual coincide
con otros investigadores(18,35,36),

Otro parametro que se estandariz6 fue el tiempo de
activacion que producia mejores resultados en
cuanto a definiciéon de banda; con respecto a ello
se evaluaron tres diferentes tiempos: 5, 24 y 48 h.
Al igual que en el experimento de Sundick y
Gill33), el mensaje de la IL-2 de pollo fue detectado
desde las 5 h, sin embargo éste se manifestd en
forma débil. Los mejores resultados se obtuvieron
en los linfocitos activados durante 24 h, lo cual
coincide con otros trabajos(30,32,35) aunque Gehad
et al.37) emplearon 48 h para la activacién de las
células. Por otro lado, el ARN obtenido de cada
muestra pudo ser evaluado para medir la expresion
de la IL-2 utilizando un gen constitutivo, como la
B-actina, lo cual revela pérdidas o degradacién en
el ARN, asi como fallas durante la transcripcion
reversa o el PCR.

En cuanto a los resultados obtenidos en la cinética
de expresion, es de llamar la atencién que la
expresion de la IL-2 en el grupo que contiene a la
proteina N (N-Bac) fue menor a la producida por
la vacuna experimental y por la comercial, e incluso
al dia 1 la expresion fue similar al grupo testigo
(animales no vacunados), aunque a los dias 4 y 10
presentd un repunte en su expresion. El estandarizar
la técnica de RT/PCR se realiz6 como una
alternativa para poder inferir si el SAg de rabia es
un mitégeno débil, en comparacién con SAgs
bacterianos como el TSS-1, ya que Martinez-Arends
et al.38) analizan la respuesta de la NC sobre la
produccién de citocinas de linfocitos obtenidos de
amigdalas humanas, y concluyen que la produccion
de IL-2 no es significativamente diferente con o
sin NC, empleando un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA); en cambio cuando se emplea TSS-1 la
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different Con A intensities were tested in the present
study (5, 10 and 30 pg) and the best results were
obtained with 10 ug, which is in accordance with
what was found by other authors(18,35,36),

Another parameter which was standardized was
activation time, to determine which was the one
which developed the best results relative to band
definition. Three different times were evaluated:
5, 24 and 48 h. The same as in Sundick and Gill’s
test(33), chicken IL-2 message was detected, albeit
weakly, as of 5 h. The best results were obtained
with activated lymphocytes for 24 h, data which is
in accordance with other authors(30,32,35)  although
Gehad et al.(37), needed 48 h for cell activation.
On the other hand, RNA obtained from each sample
was evaluated by means of a constitutive gene, as
B-actin, to determine IL-2 expression, which reveals
RNA loss or degradation, as well as failures in the
course of reverse transcription or PCR.

Relative to results obtained in expression kinetics
it should be noted that IL-2 expression within the
group which includes N protein (N-Bac) was lower
than that of both the experimental and commercial
vaccines, and on d 1 expression was similar to that
of the control group (non vaccinated animals),
although on d 4 and 10 an expression upturn was
recorded.

Standardization of the RT/PCR technique was
performed as an alternative to be able to infer if
rabies SAg is a weak mitogen when compared to
bacterial SAgs as TSS-1, because according to
Martinez-Arens et al.(38), when studying responses
to NC on cytokine production derived from human
tonsil lymphocytes, IL-2 production isn’t
significantly different with or without NC, when
using ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent
assay), but when TSS-1lis used secretion of this
molecule increases significantly. NC mitogenic
activity could be related to the fact that N protein
is a poor IL-2 inducer, opposite to TTS-1’s effect.
These authors affirm that no differences were found
when using NC or N recombinant protein(23,38),
In this regard, there is some controversy, because
other studies mention IL-2’s role as an
immunomodulator in vaccines for Eimeria spp. to
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secrecion de esta molécula se dispara
significativamente, por lo que se publica que la
actividad mitogénica de la NC puede relacionarse
con el hecho de que la proteina N es un pobre
inductor de IL-2, a la inversa de lo que ocurre con
el TSS-1, que estd asociado al hecho de que es un
fuerte inductor de IL-2. Este mismo grupo de
investigadores asevera que no hay diferencias
encontradas entre usar NC o proteina N
recombinante(23.38) A este respecto existiria un
poco de controversia, ya que existen publicaciones
sobre el papel de la IL.-2 como inmunomodulador
en vacunas contra Eimeria spp para mejorar el
efecto de las vacunas empleadas en esta especie(39).
Sin embargo, también se menciona que el virus de
Marek produce una baja expresion de IL-2(40) y
que incluso algunos cepas de influenza humana la
incrementan o la disminuyen(41).

Aunque quizd el comportamiento seguido por la
IL-2, la cual a los dias 4 y 10 presentd un repunte
en su expresion casi hasta alcanzar el nivel detectado
en las otra dos vacunas, pudiera estar relacionada
con su capacidad para inducir anticuerpos, ya que
se notifica que en animales vacunados con estos
tratamientos, la respuesta humoral es detectada al
dia 14 postvacunacién(23), lo cual estd bien
documentado, ya que la IL-2 puede actuar como
un factor de crecimiento, y por lo tanto como un
estimulo para la produccién de anticuerpos(8).
Ademads también observaron que la vacuna de IA
experimental al ser adicionada con 20 ug de proteina
N increment6 la proteccion ante una cepa virulenta
contra IA mas de un 20 %24, hecho que bien
podria estar relacionado con la participacion de
alguna otra molécula del sistema inmune(42).

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Se desarroll6 un RT/PCR para detectar la expresion
de la PB-actina como gen constitutivo y para la IL-2
de pollo (molécula importante para el sistema
inmune), usando unos iniciadores disefiados
especificamente para este estudio. Ademas se
determind que la expresion de la IL-2 en pollos
vacunados contra IA adicionada con 20 ug de
N-Bac es menor a la que se presenta con la vacuna
de IA experimental y la comercial, lo cual es una
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increase their effect on this specie(39). However,
Marek’s virus is also mentioned as producing an
IL-2 low expression40) and that some strains of
human influenza virus as well can increase or
diminish this expression(41). Although IL-2
performance, which showed an expression upturn
on d 4 and 10 almost to levels detected in the other
vaccines, could be related to its capacity to induce
antibodies, because in animals vaccinated with these
treatments a humoral response was detected 14 d
after inoculation(25). This fact is well acknowledged,
because IL-2 can behave as a growth factor, and
therefore as an antibody production stimulant(28).
In accordance with these authors, the experimental
Al vaccine when added with 20 ug of N protein
increased protection against an Al virulent strain
more than 20 %(24), which could be related to
another molecule’s action on the immune system(42).

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

A Reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT/PCR) assay was developed to detect B-actin
expression as a constitutive gene and chicken IL-2 (a
molecule of importance for the immune system),
using two primers especially designed for this study.
Expression of IL-2 in chickens vaccinated against
Al with an experimental vaccine added with 20 ug
of N-Bac is lower than in animals vaccinated with
the commercial or the experimental Al vaccine. This
confirms that rabies virus N protein is a weak mitogen
which in turn could generate a different response,
because protection conferred by the vaccine to which
this molecule was added was greater than the one
bestowed by the experimental Al vaccine. It should
be of interest to standardize the RT/PCR assay for
other interleukins which are already sequenced, to be
able to have a broader perspective of the effect of
rabies SAg on birds’ immune system, or to shed light
upon protection mechanisms conferred by other
vaccines in these species.
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